



















































































this  affects  disease  dynamics  at  a  geographic  scale.  After  a  general  introduction  to  the  topic 




by  quantifying  the  impact  of  infection  on  migratory  flight  behaviour,  and  provides  the  first 
evidence of  Bateman’s  principle  in  insect migrants  by  demonstrating  that males  and  females 







from this study show that  the host‐pathogen system  is  relatively stable over  large geographic 
distances and time periods of up to two years. Where variation does occur, there is evidence for 
‘escape’  from  infection  but  that  this  is  often  associated  with  the  cost  of  reduced  resource 












arts student  to become a scientist.  I am forever  indebted  to Simon Leather  for giving me the 
opportunity to prove them wrong. Because here I am, a PA submitting a thesis. A career change 











support over  the  last  few months. Of particular  interest were  the all  the northern witticisms. 




mention  for  teaching  me  caterpillars  can  be  great  pets,  and  you  Phil  for  all  that  weighing, 
measuring and crushing.  
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moments so much fun. Bartek, Christoph and Mirel, you deserve special thanks for answering all 














introducing  Basil  into my  life.  If  only  everyone was  so  happy  to  see me  at  six  o’clock  in  the 
morning. Holly, Sarah and especially Davina: thank you for being there. Penny, Sarah: I think only 


















giving me  shit.  Especially  Imogen  for  being  sane when  I  could  not  and  Chiara  for  organizing 










































































































































































































































































1.1 MOVEMENT  PARADIGMS  AND  THEIR  RELATIONSHIP  TO  HOST‐
PATHOGEN INTERACTIONS 
Movement is a key behavioural life‐history trait, essential to the establishment and reproductive 
success of  individuals  and  species  alike  (Dingle,  2014).  It  is  a  trait upon which  there  is  ample 
possibility for selection to act (Ronce, 2007, Shaw and Couzin, 2013) and it is directly linked to 
ecosystem  functioning  and  biodiversity  (Bauer  and  Hoye,  2014),  affecting  the  dynamics  and 
stability of meta‐communities and driving key landscape scale processes such as nutrient cycling 





Unlike  mammals  and  birds,  where  annual  movement  between  breeding  and  non‐breeding 
habitats is common, individual round‐trip migration in insects is rarely documented (Holland et 
al.,  2006).  Instead,  long‐distance  movement  in  insects  is  generally  multi‐generational;  a 
succession of one‐way movements undertaken by multiple consecutive generations through a 
series of breeding grounds, so that over a migratory season the population as a whole may follow 




behaviour  (Clobert  et  al.,  2009).  By  this  definition,  long‐distance  insect movement would  be 
classed as ‘dispersive’ rather than ‘migratory’ because every generation results in a relocation of 
the natal/ breeding site. 
A  more  commonly  accepted  framework  in  entomology  (and  that  used  in  this  thesis)  is  the 
‘taxonomy  of  movement’  described  by  Dingle  (2014).  This  framework  defines  different 






inside  its  home  range,  and which may  contain  sub‐behaviours  such  as  foraging  or  territorial 
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that  this  form of movement  is not strictly  ‘behavioural’, but rather  forces movement which  is 
beyond  the  organism’s  control.  For  pathogens  that  are  able  to  survive  outside  the  host  for 
prolonged periods, this might occur as a result of chance events such as rainfall (D'Amico and 










































study  early  migratory  movements  with  reasonable  levels  of  certainty,  but  the  challenge  of 
differentiating returning migrants from resident populations means the study of return migration 
is  less well documented. This  initially  lead  to  the development of  the “Pied Piper” hypothesis 
which postulated that spring movements to high latitudes were doomed (Dingle, 1982) (Dantart 
et al., 2009), but in recent years developments in radar technology and citizen science has led to 




 EVOLUTIONARY  DRIVERS,  ECOLOGICAL  STRATEGIES  AND  CONSEQUENCES  FOR 
POPULATION DYNAMICS 
The  extent  to which migration  occurs  depends  on  a wide  variety  of  site‐specific  factors;  the 
fundamental drivers of migration. In recent years, a wider variety of influences has begun to be 
considered  (Chapman  et  al.,  2015b),  including  disease  (section  1.5)  (Altizer  et  al.,  2011).  The 
primary driver however  is  still  assumed  to be  resource availability, which  is  closely  related  to 








tropical  zones,  in  response  to  rainfall  patterns,  in which  case  they  are  often  less  predictable 
(Drake and Gatehouse, 1995, Rose et al., 2000). Meteorological conditions are particularly known 
to affect flight strategies, with  insect migrants  loosely classified into two different groups: day 
flying  and  night  flying  (Chapman  et  al.,  2015b).  Day  flying  insect  migrants  are  often  large, 
ectothermic  species  like butterflies, which  typically migrate close  to  the ground  in  their  flight 














2011b, Chapman et  al.,  2015a, Chapman et  al.,  2008).  Smaller  insects,  such  as planthoppers, 













range  of  taxa,  migrants  have  been  found  to  invest  more  in  reproduction  than  non‐migrants 
(Stevens et al., 2014) and where  this has been studied  in  the silver Y moth, a net  increase  in 
population size has been observed over the migratory season (Chapman et al., 2012). Mortality 
in the same species was also found to be surprisingly low, with approximately 80% of emigrants 





are  absent  in non‐migratory  species  and  include  traits  such  as macroptery  –  the presence of 
functional wings (Denno et al., 1996), the accumulation of lipids for flight (Dudley and Srygley, 
2008),  demographic  changes  such  as  increases  in  development  rates  (Rose  et  al.,  2000)  and 
alterations  in  behaviour  (Kennedy,  1951).  In  combination,  this  suite  of  co‐adapted  traits  is 
referred to as a migration syndrome (Dingle and Drake, 2007, Roff and Fairbairn, 2007) or in some 
instances as dispersal syndromes (Clobert et al., 2009, Stevens et al., 2014). 
One  trait  that has been studied  in particular detail  is  the  relationship between migration and 
reproduction, or what is referred to as the ‘oogenesis‐flight syndrome’ (Johnson, 1969). In many 
migratory  species,  this  is  a  decrease  in  migratory  behaviour  with  the  onset  of  reproductive 
development,  such  that  migration  is  usually  confined  to  what  is  called  the  pre‐reproductive 




al.,  2015, Zhan et al.,  2014). Most of  the  traits are polygenetic  (i.e.  they depend on genes at 
several different  loci)  and  show continuous variation  (Gatehouse et al.,  1989, Gatehouse and 
Zhang, 1995). Thus, there is often an unbroken range of migratory phenotypes in the population. 




(Woodrow  et  al.,  1987).  Recent  work  has  begun  to  elucidate  some  of  the  candidate  genes 
involved in this syndrome and identified genes from a wide range of physiological adaptations, 
from  the mobilisation  of  lipids  to  the  regulation  of  hormones  and  the  development  of  flight 
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muscles  (Jones  et  al.,  2015).  In  combination  with  the  wide  range  of  migratory  phenotypes 
observed  in  field  populations,  this  complex  set  of  pathways  suggests  a  remarkable  flexibility 




use of  radio  telemetry, GPS  tagging and satellite  tracking are common practice and allow  the 









laboratory and  large scale population studies. Tethered‐flight has given us  insights  into  insect 




used  to  assess  flight  behaviour  in  a wide  range  of  insect  groups,  from  flies  and  true bugs  to 
butterflies and beetles (Appendix 1). These studies take a variety of different forms and can be 
used  to  study  a wide  range  of  different  behaviours.  Flight  simulators  are  commonly  used  to 
investigate orientation strategies, for example in actively migrating butterflies (Nesbit et al., 2009, 
Mouritsen and Frost, 2002), while flight periodicity is commonly studied using tethered flight mills 
to  investigate  take‐off  and  landing  times,  and  even  oviposition  rates  (Colvin  and  Gatehouse, 
1993). Finally, the technique used in this thesis is rotational flight mills (Chambers et al., 1976). 
Detailed fully in Chapter 2, these flight mills enable the measurement of continuous flight bouts 
over prolonged periods of  time, enabling detailed  insights  into how flight parameters such as 




















hence  movement,  between  populations  and  this  has  been  of  particular  value  in  the  fall 
armyworm  (Nagoshi  et  al.,  2012).  More  unusual  techniques  include  light‐weight  radio 
transmitters which can be attached to larger insects and are tracked by ground‐based teams and 
light aircraft (Wikelski et al., 2006), and in recent years, citizen science data has also been shown 
to be valuable  (Flockhart et al., 2013). Stable  isotope analysis, which  is common  in studies of 
















approaches  has  been  used  to  classify  two  groups:  nucleopolyhedroviruses  (NPVs)  and 
granuloviruses  (GVs). Nucleopolyhedroviruses  are  relatively  large  (circa  1  ‐  5µm)  and  contain 
multiple virions within a protein matrix called an occlusion body (OBs), where occlusion bodies 
can  be  considered  individual  infectious  units.  Virions  within  OBs  can  contain  either  a  single 
nucleocapsid (SNPVs) or multiple nucleocapsids (MNPVs). Granuloviruses are smaller (600 – 800 
nm) and only contain one virion with one nucleocapsid. Phylogenetically, the baculoviruses form 






















characteristic mortality  traits.  Insects demonstrate positive phototaxis  (movement  towards  the
light) and as such are often found in the upper parts of the host plant, and can be easily identified
by the characteristic v‐shape of the cadaver (top). The exoskeleton of cadavers ruptures releasing

























infection  cycle.  This  results  in  a  characteristic  pathology where  the  body  tissue  disintegrates 





There  are  no  records  of  horizontal  transmission between  adults  and  death  due  to  horizontal 

























parasitoids  that  follow  their  hosts may  contribute  to  the  largescale movement  of  associated 
pathogens.  Although  it  is  only  known  to  occur  in  larvae  and  as  such may  not  influence  long 
distance  migration,  it  is  interesting  to  note  that  baculoviruses  do  influence  the  dispersal 
behaviour of larval hosts. Particularly well studied is the tendency of infected larvae to become 
hyper‐active and engage in positive phototaxis (movement towards the light, Figure 1.1). This is 










work  to  date  suggests  that  the  virus  is  not  truly  latent  but  rather  replicating  at  low  levels 
(Vilaplana et al., 2010, Hughes et al., 1997, Burden et al., 2002). Vertical transmission may also 
result as an effect of horizontal transmission in the parental generation, although the outcome 
















and  the pathogen will  eventually become extinct  (Cory, 2015). Detecting  the extent  to which 















that  are  not  conducive  to  horizontal  transmission,  for  example  low  population  densities,  life 














The  occasional  occurrence  of  baculovirus  epizootics  in  noctuid  genera  including  Spodoptera, 
Heliothis and Helicoverpa has made them of particular interest as sources of biological pesticides 
(Cory, 2003). However, long‐term studies of epizootics and what drives them are rare, and where 
baculovirus  disease  dynamics  have  been  studied  in  the  field,  the  focus  is  on  horizontal 
transmission and death at the larval stage. Field trials investigating sublethal effects in the adult 
population are also rare, and little is known about how vertical transmission might contribute to 





One  system  where  this  has  been  well  studied  is  the  western  tent  caterpillar, Malacosoma 
californicum pluviale. Native to North America,  females  lay eggs  in family batches, which feed 
gregariously in large silken tents. Well known for its cyclical population dynamics, which are to 
some extent regulated by the baculovirus McplMNPV, the species is not migratory (Myers and 
Cory,  2016).  However,  there  is  very  little  genetic  structure  in  populations  that  cover  several 
hundred  kilometres  (Franklin  et  al.,  2014,  Franklin  et  al.,  2012),  suggesting  that  females  are 
capable of long distance flight. By contrast, the structure of the virus population is hierarchical: 
isolates  in  the  order  of  family,  then  population  and  across  islands.  The  population  genetic 
structure  also  does  not  seem  to  vary  significantly  between  population  peaks  and  troughs, 
suggesting that there is no loss of population level genetic variation within these outbreaks, which 
in  turn  suggests  there  is  no  direct  link  between  this  neutral  genetic  variation  and  disease 
resistance. Levels of vertical transmission in this system seem to be relatively low, with only 4‐9% 
of eggs infected in high‐density populations. Covert viral loads however seem to peak prior to an 








primarily  in  response  to  rainfall, with  insects  using  converging winds  to move  further  inland, 
resulting in large population influxes in the consecutive generations (Rose et al., 2000). Outbreaks 
of  the  associated  baculovirus,  SpexNPV,  increase  through  the  migratory  season  and  this  is 
associated with an  increase  in baculovirus genetic diversity  (Graham and Wilson, unpublished 
data).  This  species  also  exhibits  phase  polyphenism  (multiple  phenotypes)  which  exist  on  a 
continuum depending on the level of intra‐specific crowding (Rose et al., 2000). At low population 
densities,  individuals  exhibit  solitaria  characteristics.  These  larvae  are  typically  cryptically 
coloured  and  sluggish,  and  a  reduced  dispersal  distance  has  been  recorded  in  adults  during 
tethered flight. In outbreak populations larvae enter a gregaria phase, becoming active, voracious 
feeders that are conspicuously darker in colour, and have an increased propensity to engage in 
long  flights  in  the  laboratory  (Parker  and  Gatehouse,  1985a,  Parker  and  Gatehouse,  1985b, 
Woodrow et al., 1987). This phase polyphenism has also been found to confer higher levels of 
resistance  to  S.  exempta  NPV  larvae  developing  under  crowded  conditions,  in  the  form  of 
increased  melanisation  and  phenoloxidase  activity  (Wilson  et  al.,  2001,  Wilson  and  Reeson, 














































and  adult  moth  but  the  life  history  parameters  of  these  different  phases  can  vary  widely, 
particularly in relation to temperature (Luginbill, 1928). On average, adults live for approximately 
two weeks  and  have  highly  variable  levels  of  fecundity  (Luginbill,  1928).  The  oogenesis  flight 
syndrome hypothesis has not been directly tested in S. frugiperda, but is assumed to be present 
to  some  extent  as  females  only  oviposit  approximately  3.5  days  after  emergence,  and  can 


















differentiate  populations  in  Brazil  with  very  high  levels  of  accuracy,  which  suggests  this  is  a 
relatively ancient divergence (Nagoshi et al., 2007c) (Lewter et al., 2006). Directional inter‐strain 
mating biases would certainly suggest that opportunities for hybridisation are limited (Meagher 
and Nagoshi, 2013)  (Pashley and Martin, 1987), although  there  is  some evidence  for putative 
hybrid  sub‐populations  (Nagoshi  and  Meagher,  2008).  Morphologically,  the  two  strains  are 
identical and no significant differences have been found in behaviour or physiology (Nagoshi and 










1928)  where  generations  are  continuous  all  year  round  (Andrews,  1980).  When  ephemeral 


























insect  migration  (Johnson,  1995),  although  depressions  (areas  of  low  pressure  often 
accompanied  by  wet,  windy  weather)  are  likely  to  have  some  effect  on  the  trajectory  and 
deposition sites available to these insect migrants. Into late spring and summer, these weather 
patterns persist, but the winds are weaker and the distances covered by migrants are likely to be 
smaller.  In  the  summer,  the  Bermuda  high  (a  semi‐permanent  area  of  high  pressure)  offers 
additional opportunities for migration.  
In  the  autumn,  this  pattern  reverses.  Habitat  availability  decreases  and  with  severe  winter 
temperatures that drop below freezing, insects must either return or perish. Equatorward winds 










gene.  These  COI  haplotypes  can  be  divided  into  four  different  sub‐groups  (CS‐h1  to  CS‐






































in  the  Americas,  although  the  Oriental  leafworm moth  is  an  old world  species  and  a  recent 
introduction in the USA (EPPO, 2014). Phylogenetic analysis and genetic studies would suggest 


















to  the  migratory  nature  of  their  hosts,  and  only  one  which  looks  at  changes  in  SfMNPV 
pathogenicity  in  relation  to  migration  of  the  fall  armyworm  (Fuxa,  1987).  In  this  study,  the 
proportion of insects that were susceptible to overt infection was highly variable. Different virus 


















of  variation.  For  example  Rowley  et  al.  (2010)  found  a  distinct  North  American  clade  that 
separated  from  isolates  collected  in  Columbia,  although  interestingly  the  isolate  collected  in 
Florida was very similar to that from Columbia. Yet even within a single geographic population, 
isolates  taken  from different  larvae within  the  same  field  show a very high  level of  sequence 




may  be  driven  by  very  small  changes  to  localised  regions  of  the  genome  in  isolates  that  are 




on  three open‐reading  frames  (ORFs:  Sf49, pif‐3; sf57, odv‐e66b & sf122, unknown  function). 
Negative (“purifying”) selection was implied for most other ORFs (Simon et al., 2011). 




















The  outcome  of  infection  in  a  single  individual  is  determined  by  the  interplay  between  the 








Host  Susceptibility  is  the  failure  to  resist  infection  (Schmid  Hempel,  2011).  This  commonly 
considered either in terms of either host tolerance or host resistance. In this thesis, tolerance and 
resistance are defined in line with (Råberg et al., 2007): 
Tolerance:  The  capacity  of  the  host  to  tolerate  infection,  with  impact  on  fitness  or 










on  the  movement  of  both  host  and  pathogen  in  space,  and  the  extent  to  which  the  two 
populations maintain spatial synchrony (Bauer et al., 2016).  








Migratory  resistance:  I  have  used  the  phrase  migratory  resistance  to  describe  how  the 
behavioural,  physiological  or  genetic  adaptions  linked  with  the  migratory  syndrome  (Dingle, 
2014) affect changes  in the  level of pathogen  infection (specifically virus  load,  (Graham et al., 
2015))  






and  circadian  rhythms  (Martinez‐Bakker  and  Helm,  2015).  Biotic  factors which  are  especially 
relevant  to  migratory‐disease  interactions  are  the  behavioural,  physiological  and  genetic 




habitats,  the  co‐occurrence  of migratory  populations  and  the  timing/  geography  of  previous 








Equally  important  is  how  the  pathogen  maintains  the  genetic  diversity  required  to  match 
polymorphic  traits  in  the  host  population  (Lively  et  al.,  2014).  This  is  something  we  might 
intuitively  assume  is  driven  by  co‐evolution  or  reciprocal  selection  with  the  host  (Ebert  and 
Hamilton,  1996),  but  detailed  studies within  the  Lepidoptera would  suggest  that  these  host‐
















white‐nose  syndrome,  an emerging  fungal disease caused by Pseudogymnoascus destructans, 






co‐evolutionary  relationships with  their  pathogens.  As  such,  the  disease  dynamics  that  result 
from spatial spread will depend on a wide variety of factors, particularly host susceptibility. For 






















































in  sub‐optimal  conditions  for  the  pathogen,  reducing  prevalence  overall.  For  example,  the 
common mist frog, Litoria rheocola. Although a highly sedentary species, it was found that the 
















al.,  2002).  Alternatively,  where  an  overwintering  ground  or  stopover  site  is  used  regularly, 









relationships  observed  in  migratory  host‐pathogen  systems,  most  of  the  migratory  disease 
ecology  literature relates to birds and mammals, with some examples  in  fish and amphibians. 





eastern  North  America  are  highly  migratory,  undertaking  the  longest  distance  migration  to 
Mexico  in  the  fall. Western North American populations make the same migration but over a 
much  shorter  distance,  while  populations  in  Florida  are  sedentary.  This  variation  makes  the 
monarch an ideal study system for understanding parasite prevalence in relation to movement 
patterns  and  it  is  well  established  that  in  North  America  parasite  prevalence  is  negatively 
associated with host dispersal distance (Altizer et al., 2000) (Bartel et al., 2011) (Satterfield et al., 
2015) (Altizer et al., 2015). The differences in prevalence of O. elektroscirrha in these different 
populations  is  striking,  with  infection  rates  as  low  as  8%  in  highly  migratory  eastern  North 
American  populations,  but  increasing  to  70%  in  sedentary  populations  in  Florida,  with  an 
intermediary  level  of  infection  in  eastern  North  American  migrants  (Altizer  et  al.,  2000). 
Ophryocystis  elektroscirrha  is  transmitted both  vertically when  females  scatter  parasites onto 
eggs and horizontally between mating adults. In line with expectations of maternal transmission 
three is little or no effect on host fitness when the parasite is horizontally transmitted by females 
or when horizontal  transmission  results  in  low  to  intermediary  levels  of  infection  (Altizer  and 












are  some  interesting  variations.  For  example,  in  year‐round  breeding  populations  in  tropical 
climates such as Hawaii, where monarchs form a single breeding population, dispersal distance 
isn’t significantly related to parasitism by O. elektroscirrha and there are very high levels of spatial 
heterogeneity  in  pathogen  prevalence  (Pierce  et  al.,  2014).  In  addition,  mating  activity  n 
overwintering locations is associated with higher parasite loads  (Altizer and Oberhauser, 1999) 
but  this  doesn’t  seem  to  change  the  frequency  of  heavily  parasitised  migratory  insects  in 
overwintering  populations  such  as Mexico  (Altizer  et  al.,  2000),  leaving  the  question  of  how 








rather  than  the  specific  relationship  between  migration  and  disease.  Where  this  has  been 














and  infected  groups were  similar. Whether  the  differences  in  distance  flown  between  newly 
emerged and 3 day old moths were significantly different wasn’t stated, but the assumption here 













principle of differing  immune costs  in different  sexes  (Nunn et al., 2009, Rolff, 2002) and  the 
extent to which it is evident in insects hasn’t been studied extensively in insects. Flight mill studies 
however,  would  suggest  that  differences  in  flight  tendencies  between  the  sexes  do  exist  in 
migratory  insect  species  (Dorhout  et  al.,  2011,  Bradley  and  Altizer,  2005,  Davis  et  al.,  2012, 
Gatehouse and Hackett, 1980) and there is evidence that infection can lead to significant variation 
in  immune  response  in  both  males  and  females,  which  can  affect  flight  characteristics.  For 
example there is (Altizer et al., 2000{Bartel, 2011 #280, Satterfield et al., 2015, Altizer et al., 2015, 
Pierce et al., 2014)(Bradley and Altizer, 2005, Altizer et al., 2000, Bartel et al., 2011, Altizer, 2001, 























does  not  focus  on  the  causal mechanism  is  disease  cost  functions.  In  a  review  proposed  by 
Chapman et al. (2015b) the authors describe how multiple cost functions might exist between 









(Dingle,  2014).  By  quantifying  how  disease  leads  to  physiological  and  behavioural  changes 
associated  with  the  overall  migratory  syndrome,  this  approach  enables  a  more  precise 
understanding of how migratory tolerance is affected by SfMNPV infection in the fall armyworm. 



























migratory  capacity  of  a  host  population  and  the  different  mechanisms  that  might  drive  the 
underlying migratory disease dynamics,  this  is still a very young field and there are few  if any 
studies that explicitly seek to describe how standard theoretical concepts from the two different 
















While  rotational  flight  mills  have  been  used  for  over  sixty  years,  there  are  few  studies  that 














4. Assess  if  the  behaviour  observed  on  rotational  flight  mills  is  comparable  with  the 
expectations of the definition of migration (section 1.1) within a species, where factors 




Most  studies  to  date  that  have  considered  the  effect  of  infection  in migratory  species  have 
focused  on  the  implications  for  movement  capacity  rather  than  the  migratory  tolerance  of 
disease.  However,  work  such  as  that  by  (Schneider,  2011) would  suggest  that  the  impact  of 





















al.,  2014), much  of  the  disease  literature  focuses  on  the  fitness  implications  of  infection  on 
migratory  hosts.  However,  even  within  this  context,  there  are  no  studies  that  explicitly 
manipulate the distance  travelled by a host  to determine  if,  for a given  level of  infection,  the 
38 
 
physical  act  of migrating  reduces  host  fitness by  reducing disease  tolerance  (Chapman et  al., 
2015b) or, conversely, if movement effort affects pathogen virulence. To address this, Chapter 4 











































































effects  of  a  wide  variety  of  physiological  (Jones  et  al.,  2016),  environmental  (Parker  and 






Flight  mill  studies  are  usually  comparative  and  rarely  attempt  absolute  estimates  of  flight 
endurance.  This  is  partly  because  very  few  studies  have  tried  to  understand  how  the  flight 
mechanics on rotational flight mills may differ from those in free flight. One exception is (Riley et 






or behavioural differences  (Edwards, 2006). Certainly, behaviour observed on  rotational  flight 








































the  characteristics  associated  with  migration  and  defined  in  the  second  hypothesis  (ii)  are 
associated  with  sex‐biased  dispersal  in  the  fall  armyworm  Spodoptera  frugiperda  and  the 
upregulation  of  genes  associated  with  the  migratory  phenotype  in  the  cotton  bollworm 
Helicoverpa armigera. For this I tested the following hypotheses: 




b. Cotton  bollworm  populations  from  Dafeng  will  show  significant  increases  in 




interpretation  in Chapter 3,  specifically where  the effect of  infection on migratory  capacity  is 
considered. However, it also gives credence to other key studies which have used rotational flight 
mills  to  investigate  the  effect  of  pathogen  load  on migratory  capacity  (Dorhout  et  al.,  2011, 
Bradley and Altizer, 2005). Finally, demonstrating the specific way in which flight mills limit insect 













To assess how  the design, and  the weight, of  the  flight mill  arm affects  flight behaviour,  two 
different designs of the central arm were trialled (Fig. 2.1). The first weighs approximately 3 g 
excluding the bicolour disc. It has a double crossbar, incorporates a counter‐balance and is made 
from galvanised  iron with a diameter of 1.5 mm. The second design  is much  lighter, weighing 
approximately 1 g excluding the bicolour disc. The double cross bar and counter‐balance have 
been  removed  from  the  previous  version  and  the  attachment  mechanism  simplified.  The 
galvanised iron also has a much smaller diameter of 0.7 mm.  
The  African  armyworm,  Spodoptera  exempta,  is  the  smallest  of  the  three  available  species, 
weighing approximately 180 mg, with a wing length of 14 mm – 15 mm (Aidley and Lubega, 1979). 
A total of 73 insects were used to assess differences between the two sets of mills; twenty‐nine 
adult moths were  flown  on  the  3  g mills  for  6  consecutive  nights  and  forty‐four  adults  on  7 
consecutive  nights  on  the  1  g  mills.  Insects  were  imported  from  Lusaka,  Zambia  as  pupae 











































































































Abbreviation Variable Description Transformation
TDist_sqrt Total Distance Flown (m) Sum of the distance of all individual flights  Square root
AvDist_log10 Average Flight Distance (m) Mean flight distance  Log 10
Furthest.Dist.log10 Distance of Furthest Flight (m) The flight which achieved the greatest distance Log 10
Furthest.Dur.log10 Duration of Furthest Flight (s) The duration of the flight which achieved the greatest distance Log 10
Furthest.MS Maximum Speed of Furthest Flight (m/s) The maximum speed attained in the flight that achieved the greatest distance ‐
Tdur.sqrt Total Flight Duration (s) Sum of the duration of all individual flights Square root
AvDur.log10 Average Flight Duration (s) Mean flight duration Log 10
Longest.Dur.log10 Duration of Longest Flight (s) The flight with the longest duration Log 10
Longest.Dist.log10 Distance of Longest Flight (m) The distance covered in the flight with the longest duration Log 10
Longest.MS Maximum Speed of Longest Flight (m/s) The maximum speed attained in the flight with the longest duration ‐
MaxFSpeed Maximum Flight Speed (m/s) Maximum flight speed attained ‐
AvSpeed Average Flight Speed (m) The mean flight speed, based on the mean speed of each individual flight ‐
Fastest.Dist.log10 Distance of Fastest Flight (m)  Distance flown in the flight with the fastest maximum speed Log 10
Fastest.Dur.log10 Duration of Fastest Flight (s)  Duration of the flight with the fastest maximum speed Log 10
NumFlights.log10 Number of Flights The number of flights recorded Log 10




















6. The  duration  of  every  flight  undertaken  by  each  individual  (s)  as  a  function  of  the 
maximum speed for every flight undertaken by an individual moth (IndvMS) (m/s) 
For all three species, mixed effects models were used. These quantified the interaction between 



























































































































province)  flew  for  significantly  longer  and  undertook  significantly  fewer  flights  than  insects  from  Anyang  (Henan
province), achieving significantly larger total distances. As insects from Dafeng also showed a significant increase in the 



















correlated  with  flight  speed.  The  nature  of  these  relationships,  however,  depended  on  the 
influencing factor (Figure 2.7, Figure 2.9 and Figure 2.11), discussed for each species below. There 



























































































































Figure 2.11: The  relationship between  flight variables  for S.  frugiperda.  The  same negative  relationships  found  in S. 
exempta and H. armigera were observed in the fall armyworm. The only exception was the relationship between total









For  all  individual  flights,  the  positive  relationship  between  flight  duration  and  flight  speed 
remained significant but was accompanied by a significant  interaction between speed and sex 
which  shows  that  flight  duration was  significantly  higher  in  females,  but  flights  of  equivalent 
duration were faster in males (LME for maximum flight speed accounting for pseudo‐replication 
by individual: log10 (IndvDur) ~ MaxSpeed: t = ‐6.4, n = 2,267, p < 0.001 females: β = 1.09 ± 0.03, 





















































contrasts with what was hypothesised  (hypothesis  ii,  b  and  c)  as we might  expect  individuals 
which  are  travelling  greater  distances  to  conserve  their  energy  and  travel  at  slower  speeds. 
Similar  increases  in  flight  speed  with  increasing  distance  however  have  been  observed  in 
migratory birds and agree with optimal migration theory (Sorte et al., 2013, Nilsson et al., 2013). 
As  the  positive  relationship  between  speed  and  duration  was  observed  both  across  sample 
populations  and within  the  flight  behaviour  of  individual  insects  (Figure  2.8,  Figure  2.10  and 
Figure 2.12), this data may even go some way to extending the definition as it would seem to 
provide  evidence  that,  at  least  at  the  level  of  movement  in  a  featureless  environment,  this 
migratory behaviour  exists on  a  continuous  scale  rather  than as  a binary  ‘migratory’ or  ‘non‐
migratory’ response.  
The third outcome is that the migratory response observed on the flight mills  is  in agreement 








to  characteristics  associated  with  sex‐biased  dispersal.  In H.  armigera,  insects  sampled  from 
Dafeng were shown to fly significantly further on average than insects from Anyang (insects from 
Jingzhou and Qiuxian were statistically indistinguishable from other sample populations) (Jones 
et al., 2015). When compared to  individuals  from Anyang,  insects  from Dafeng also showed a 
significant  increase  in  the  up‐regulation  of  genes  associated  with  the  migratory  syndrome, 
including those which regulate the development of muscle structure, the mobilization of lipids 
and  hormones  that  are  known  to  influence  the migratory  phenotype.  For  these  two  groups 
(females in S. frugiperda and the Dafeng sub‐population in H. armigera) greater distances were 
again achieved by undertaking fewer flights of greater duration and at increased speeds (Figure 











underlying  movement  template  that  is  independent  of  species  in  migratory  noctuid  moths, 
provides strong support for the theoretical definition of insect migration (Kennedy, 1985) and is 
linked  with  factors  associated  with  the  migratory  syndrome  (Dingle,  2014).  It  also  validates 
studies that have used rotational flight mills quantify the underlying biotic and abiotic factors that 
affect  in migratory  tendency  in  the Lepidoptera, which  to date have been  limited  in applying 
results beyond the framework of flight capacity. Specifically, relevant to this thesis of course is 
those  studies which  relate  to  infection  (Chapter 3)  (Bradley and Altizer, 2005, Dorhout et  al., 
2011). Finally, it also expands on the literature that seeks to quantify the impact of the flight mills 









MIGRATORY  TOLERANCE  AND  BATEMAN’S  PRINCIPLE: 
THE  FLIGHT  RESPONSE  TO  INFECTION  IN  THE  FALL 
ARMYWORM 
3.1 ABSTRACT 
Different  cost  functions between migratory  capacity  and pathogen  load are  likely  to  result  in 
different disease dynamics at a geographical scale. While studies have highlighted the importance 
of  temporal  and  geographic  co‐occurrence  of  host  and  pathogen,  few  have  questioned  how 
sexual  dimorphism  in  disease  response  might  affect  mate  availability,  mate  preference  and 
disease  dynamics  in migratory  systems.  Bateman’s  principle  suggests  that males  and  females 






study seeks  to address  that question by specifically  investigating whether pathogen challenge 
results  in  different  tolerance  and  cost  functions  between  sexes  of  the  fall  armyworm  when 















benefits  can  be  considerable  and  may  offset  migration  associated  costs  in  some  instances 
(Chapman et al., 2015b, Chapman et al., 2012).  Fighting off, or living with, pathogenic infections 
is  also  costly  (Wilson,  2005,  Schmid  Hempel,  2011).  In  migratory  animals  which  have  been 
exposed to disease, this may lead to potential trade‐offs between investment in migration and 
investment  in  the  resistance  and  tolerance  mechanisms  that  determine  host  susceptibility 
(Råberg et al., 2007).  
In migratory systems, the extent to which disease affects an animal’s ability to embark on and 
maintain  long  distance  movement  could  be  described  by  its  migratory  tolerance  of  disease. 
Migratory tolerance is defined as the extent to which disease affects host fitness in terms of the 
behavioural,  physiological  or  genetic  adaptions  linked  with  the  migratory  syndrome  (Dingle, 
2014)  and  is  closely  related  to  pathogen  virulence  (see  section  1.5.1).  Where  exposure  to 














in  moths  that  were  three  days  old.  As  newly  emerged  adults  are  likely  to  engage  in  highly 
migratory behaviour as a part of the oogenesis flight syndrome (see section 1.2.2) this suggests 
that  the  way  in  which  species  allocate  resources  depends  on  the  relationship  between 
reproductive status, flight behaviour and infection levels.  
There are also several examples in the insect literature of different costs of infection in males and 






sex biased dispersal  (where one of  the  sexes has a higher dispersal  tendency  than  the other, 
(Miller et al., 2011)) may exist  in some migratory  lepidopteran populations where variation  in 
susceptibility  to  infection  between  the  sexes  has  also  been  observed.  For  example,  in  the 
monarch O. elektroscirrha infection leads to lower haemocyte counts, decreased lifespans and 
reduced reproductive success in males but not females (Altizer and Oberhauser, 1999, Lindsey 











While differences  in migratory  capacity between  the  two  sexes  have been observed  in  some 
cases,  the  extent  to  which  this  relates  to  different  cost  functions  and,  more  specifically, 
differential investment in life history strategies and disease tolerance in migrants has not been 
specifically  tested.  This  chapter  addresses  that  question  by  using  rotational  insect  flight mills 
(Chapter 2) and pathogen bioassays to quantify how the flight capacity and life history strategies 
of  the  fall  armyworm  Spodoptera  frugiperda  vary  between  sexes  when  infected  with  the 
baculovirus S. frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus.  





such  as  parasite  growth,  pathogenesis  and  recovery,  each  of  which may  carry  varying  costs 
(Schneider,  2011),  and  this  is  particularly  relevant when  investigating  the  sublethal  effects  of 
baculoviruses  in  adult noctuid moths, as  infection occurs  in  the  larval  stage and  studies have 
shown  that disease  levels  change  throughout  the  insects’  life  cycle  (Graham et  al.,  2015).  To 
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iii. The  cost  of  infection  on  development  and  weight  will  also  impact  morphological 
characteristics (specifically wing length) 









in  females but not males, accounting  for differences  in  immune response (Altizer and 
Oberhauser, 1999); and 


















































in preparation,  the  two diet batches were divided equally between  treatments and  randomly 












































analysis  (PCA)  of  S. frugiperda  in  Chapter  2.  The  score  for  an  individual  insect  comes  from 
multiplying the loading for each flight variable by the result attained by that individual. To give a 
single measurement of overall performance, the outcome for all sixteen flight variables included 




















The  effect  of  pathogen  challenge  on  development  time  was  investigated  for  larvae  (larval 
development time or LDT; defined as the number of days between infection and pupation) and 
pupae (pupal development time or PDT; defined as the number of days between pupation and 
adult  emergence)  as well  as  for  the  TDT which was  defined  as  the  number  of  days  between 
infection and adult emergence. 
All three responses were modelled using linear mixed effects models (LME, see Chapter 2) and 









In  this  study,  four  different  weight  variables  were  tested  using  linear  mixed  effects  models 
(Chapter 2): pupal weight; adult weight at emergence; proportional weight gained during feeding; 
and  proportional  weight  lost  after  feeding  and  flight.  The  starting  model  investigated  the 
interaction between sex and pathogen challenge, taking into account larval weight at infection: 


















between  sex  and  pathogen  challenge  on  flight  behaviour  was  investigated  above,  the 
































example speed, direction, duration and number of  flights)  (see Chapter 2).  To  investigate  the 
effect of viral challenge on both measures of flight susceptibility, and how this relationship might 
vary as a result of sex (hypothesis 1), two different statistical techniques were used.  













significant variation  in  flight  traits associated with PC2 (LM: F1,97 =6.18, p = 0.015). Thus,  there 
were clear sex differences in flight capacity, as also shown in chapter 2, but there were also sex 
differences in how flight capacity was affected by sub‐lethal viral infection. 
The  second  analysis  looked  specifically  at  the  effect  of  pathogen  challenge  and  sex  on  flight 
behaviours. Based on observations in Chapter 2, four different flight variables were modelled as 
a function of the interaction between virus challenge and sex: total distance flown, average flight 











for  the  number  of  flights  undertaken  (t42 = 3.15,  p = 0.003,  Figure  3.5d).  In  combination with 
average flight duration, this showed that males in the control and lowest level infection groups 
undertook few flights of long duration. At intermediate doses, the number of flights increased 







Flight Variable  Transformation  PC1  PC2 
Total Distance Flown (s)  square‐root  ‐0.25  ‐0.16 
Average Flight Distance (s)  log10  ‐0.27  ‐0.09 
Total Flight Duration (s)  square‐root  ‐0.24  ‐0.23 
Average Flight Duration (s)  log10  ‐0.27  ‐0.18 
Number of Flights  log10  0.11  0.07 
Maximum Flight Speed (m/s)  ‐  ‐0.22  0.45 
Average Flight Speed (m/s)  ‐  ‐0.18  0.16 
Proportion of flights above 1000s  square‐root  ‐0.22  ‐0.21 
Maximum Speed of Longest Flight (m/s)  ‐  ‐0.23  0.39 
Distance of the Longest Flight (m)  log10  ‐0.28  ‐0.05 
Duration of the Longest Flight (s)  log10  ‐0.27  ‐0.16 
Maximum Speed of the Furthest Flight (m/s)  ‐  ‐0.23  0.39 
Distance of the Furthest Flight (m)  log10  ‐0.28  ‐0.06 
Duration of the Furthest Flight (s)  log10  ‐0.27  ‐0.15 
Maximum Speed of the Fastest Flight (m/s)  ‐  ‐0.22  0.45 
Distance of the Fastest Flight (m)  log10  ‐0.27  ‐0.08 









shows  that  the  contribution  of  each  of  the  flight  variables  to  PC1 was  broadly  similar,  while  in  PC2  the  greatest 




























other  aspects  of  the  insect’s  life  history  strategy,  including  a  reduction  in  development  time 








(LME  with  diet  batch  as  a  random  term:  F = 68.96,  n = 210,  p < 0.001),  with  heavier  larvae 































total  development  time.  Total  development 
time  (TDT)  showed  a  significant  interaction 
between  sex  and  pathogen  challenge,  such 
that  there  was  no  effect  in  males  (b)  but 
development  times decreased  in  females  (a), 
which may assist with migratory escape. This 
decrease  in  development  time  however may 
have an associated cost, as insects which took 
developed  faster  weighed  less  as  pupae  (c). 
Significance  levels  can  be  found  in  section







was  another  variable  that  was  expected  to  be  affected  by  pathogen  challenge,  and  was 
hypothesised  to  decrease  with  increases  in  pathogen  challenge.  Again,  it  was  expected  that 









date  flown  as  a  random  term:  F  =  4.6,  n  =  126,  p = 0.034)  and  this  may  have  influenced 
proportional weight loss during flight, which was described by a significant interaction between 
sex and pathogen challenge (LME with date flown as a random term: F = 8.55, n = 135, p = 0.004; 
Figure  3.8).  This  relationship  was  such  that  females  lost  more  weight  at  increasing  doses 
(t60 = 2.62, p = 0.011; Figure 3.8a) while there was no significant effect of pathogen challenge on 
weight  loss  in  males  (t71 = ‐1.5,  p = 0.138;  Figure  3.8b).  On  average,  however,  females  still 
weighed more than males after flight (LM: F2,136 = 6.39, p =0.013). 
Larval weight at infection was a significant predictor of pupal weight (LME with sibling group and 










































Figure  3.10c).  However,  if  all  three  terms  (developmental  rate,  sex  and  pupa  weight)  were 











time,  sex,  weight  and  wing  length.  If  modelled  as 
individual  factors,  insects  which  developed  faster 
(a) and weighed more as pupae (b) had longer wings 
on average. Wings were also longer in females than 
males  (c). The R2 value  for development  time was 
very  low  (4.7%)  and  if  all  three  parameters  were 
included in a single model, development time was 
no longer a significant predictor. Statistics are given 







The key  finding  in  this chapter  is  that, as a result of different  life‐history priorities, males and 
females  have  different  migration‐susceptibility  cost  functions,  resulting  in  different  forms  of 
tolerance in migratory populations. In addition, the results show that differing cost functions are 
present  throughout  the  infection  cycle,  and  that  these  affect multiple  aspects  of  the  insects’ 
response to virus exposure. To my knowledge, this is the first explicit demonstration of Bateman’s 









on  developmental  and  physiological  parameters  have  been  observed  in  other  baculovirus 
systems  (Cabodevilla  et  al.,  2011b).  In  the  results  presented  here,  virus  challenge  affected 





capacity  at  higher  levels  of  infection.  In  combination,  these  physiological  and  behavioural 
responses would seem to suggest females engage in a form of migratory escape from disease 
(Altizer et al., 2011) at multiple life‐history stages.  
In  males,  the  response  was  fundamentally  different.  Males  showed  no  change  in  their 
development  time  and  maintained  statistically  similar  amounts  of  weight  loss  during  flight. 
Instead, males seemed to invest in a different flight strategy that resulted in decreases in flight 
capacity at higher levels of pathogen challenge. Specifically, this reduction in flight capacity was 
the result of changes  in flight behaviour.  In the control group, males undertook relatively  few 
flights with the longest durations, resulting in the greatest total distances. At intermediate doses, 







that  is  fundamentally different  to  that of  females and which would result  in migratory culling 
rather than migratory escape (Altizer et al., 2011). This appears to be supported by results in the 
European  corn  borer,  where  the  different  cost  functions  between  sexes  were  not  explicitly 
defined  but  flight  capacity  of  females  appeared  to  be  more  resilient  to  infection  with  the 
microsporidian Nosema pyrausta than that of males (Dorhout et al., 2011, Villacide and Corley, 





between  the  two  sexes  should  be  underlined  by  significant  differences  in  their  life‐history 
strategies (Rolff, 2002) and that  is certainly the case here.  In this study, those differences are 
demonstrated  by  the  significant  effect  of  sex  and  the  interactions  between  sex  and  virus 
challenge,  and  this  was  observed  for  multiple  different  parameters.  Females  for  example 
developed  faster  than  males,  weighed  more  at  emergence  and  exhibited  different  flight 




points  in the  insect’s  life cycle. For example, there  is no evidence of any significant difference 
between the sexes in weight or development time in the larval stage, but the fact that females 
were  heavier  at  emergence  might  suggest  that  the  underlying  process  which  drives  the 
differential  response  to  pathogen  challenge  is  occurring  in  the  pupal  stage  and/or  at  adult 
emergence.  
The prediction that virus‐related changes in weight loss and development time would result in 
variation  in  morphology  was  not  supported.  In  this  respect,  the  results  here  only  detected 
significant  differences  in wing  length  between  the  two  sexes  that were  correlated with  both 
development  time and pupal weight, which may  suggest  there may be  some  indirect effects. 
However, these are likely to be weak, particularly as very little of the variation in wing length was 
explained  by  these  two  factors  (approximately  20%  for  pupal  weight  and  only  4.7%  for 
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affect  the  cost  functions  associated with  tolerance  and  susceptibility  to disease  in males  and 
females. These different relationships could be assumed to affect the spatial spread of disease 
(Chapter 1),  and while  spatial  and  temporal  synchrony between host and pathogen has been 
considered  in  the  literature  (Bauer  et  al.,  2016),  more  work  is  needed  to  understand  how 
differences in overlapping host populations of the same species might affect disease dynamics, 
particularly in relation to sex.  
This work would  also  suggest  that  a more  complete  understanding  of  the  costs  of  pathogen 
challenge on disease dynamics in migratory systems can be gained by investigating effects across 
























the  fall  armyworm  Spodoptera  frugiperda when  infected  with  the  baculovirus  S.  frugiperda 
multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV). Using a specifically designed qPCR protocol to measure 
virus  load,  two  studies  were  designed  to  quantify  the  differential  cost  functions  in  host 
susceptibility given varying levels of pathogen challenge and flight effort.  
In combination, these studies demonstrate that the amount of energy invested in flight can and 
does  lead  to  increases  in  virus  load, but  the extent  to which  this occurs  and  the  factors  that 
























have  been  less  widely  considered,  although  zoonotic  disease  diversity  in  migratory  birds  is 
something  of  an  exception  (see  for  example(Latorre‐Margalef  et  al.,  2014,  Runstadler  et  al., 
2013).  
One question  that has not been directly addressed  is how differences  in  the  level of physical 






underlying  nature  of  the  system.  For  example,  with  vector‐borne  diseases  where  disease 
transmission is expected to have very little cost for the vector (Schmid Hempel, 2011), we might 
















the  baculovirus  S.  frugiperda  multiple  nucleopolyhedrovirus  (SfMNPV).  Given  the  results 
described in Chapter 3, it was specifically hypothesised that the relationship between flight effort 
and migratory  resistance would  vary  between  the  sexes  (Rolff,  2002)  but  also  as  a  result  of 
differing levels of pathogen challenge, which has been shown to affect virus load in the closely 
































(‘migratory  escape’)  but  not  males,  although  this  might  vary  with  life  history  stage 
(Cabodevilla et al., 2011b);  
viii. Adult  weight  will  decrease  with  increasing  level  of  exposure  to  baculovirus  infection 
during the larval stage (Cabodevilla et al., 2011b);  

































by  centrifugation  and  re‐suspension,  transferred  to  a  single  vial  and  re‐suspended  in Milli‐Q 
water, which was stored at ‐20˚C.  
The  resulting  OB  concentration  was  calculated  using  a  Neubauer  haemocytometer  and  the 
resulting concentration used to create a six level 10‐fold series dilution of 10 to 1,000,000 OBs 
per  µl,  and  distilled  water  as  a  control.  The  same  baculovirus  stock  was  used  in  both  trials, 
although the standard curves for each trial were created separately. 


























All  insects were provided with  cotton wool  soaked  in distilled water until  approximately  four 
hours  before  flight,  when  insects were  prepared  for  attachment  to  the  flight mills  using  the 

























Control  60  21  19  0.00% 
10  56  12  18  0.00% 
100  67  17  19  7.46% 
1,000  64  12  11  32.81% 
10,000  83  12  10  53.01% 
100,000  114  1  2  94.74% 




  75  79  ‐ 
Total (n)  468  154  ‐ 
Table 4.1: Replication in the five‐hour forced flight trial. Overview of the experimental design (two flown treatments 















control  and a pathogen challenge of 1,000 OBs per µl) were applied over  five different  flight 
treatments: insects which were frozen on emergence (FRZ), a non‐flown control as per the five‐









were  crushed  in  a  mortar  and  pestle  using  liquid  nitrogen  and  a  sub‐sample  used  for  qPCR 













Not Flown (NF)  Flown (1H)  Flown (3H)  Flown (5H) 
Control  210  26  16  23  21  18  5.71% 
10  40  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  2.50% 
100  30  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  10.00% 
1,000  226  17  14  16  20  18  33.63% 
10,000  39  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  64.10% 
100,000  40  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  85.00% 
1,000,000  41  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  100.00% 
Treatment 
total: 

















methods  of  Graham  et  al.  (2015)  and  is  described  here  in  accordance  with  the  Minimum 





tube  containing  three  3 mm  glass  beads  and  540  µl  of  phosphate  buffered  saline  (PBS).  The 
insects were crushed in a lysis buffer with a MG FastPrep‐24™ 5G bead beater for 40 seconds at 
5.0 m/sec. Insects from the manipulated time trial were crushed using liquid nitrogen (section 





in  conjunction  with  a  Qubit®  dsDNA  BR  Assay  Kit  (P/N:  Q32853,  Invitrogen,  UK)  per  the 
manufacturer’s instructions. After extraction, DNA was stored at ‐20°C. 






(Simon  et  al.,  2011)  (GenBank  accession  No.  HM595733.1).  The  resulting  stock  was  used  to 
construct a standard curve with a 10‐fold series dilution (range: 10 – 10,000,000 viral genomes).   
The  primers  and  hydrolysis  probe  used  in  the  qPCR  assay  were  designed  by  ThermoFisher 
Scientific, UK using their Custom TaqMan® Gene Expression Assay service (P/N 4332079) and are 
specific  to  the SfMNPV polyhedrin   gene  found  in  the SfNIC  (Simon et al., 2011). The  forward 
primer  5’‐CTTCCCTATCGTGAACGACCAA‐3’,  reverse  primer 








TaqMan®  Fast  Advanced  Master  Mix  (P/N  4444964;  ThermoFisher  Scientific,  UK),  1  μl 
primer/probe assay mix and 4 μl RNase free water, giving a total reaction volume of 20 μl. The 
thermo‐cycle programme was designed in accordance with the instructions for the TaqMan® Fast 
Advanced  Master  Mix:  a  two‐minute  incubation  period  at  50˚C,  followed  by  a  20  second 
polymerase activation step at 95˚C and then forty cycles of 95˚C for 3 seconds and 60˚C for 30 
seconds.  Fluorescence  data  were  acquired  on  the  green  channel  from  the  FAM  fluorophore 
covalently attached to the 5’ end of the probe. The standard curve was analysed using the Rotor‐
Gene Q software (QIAGEN, 2016).  
To  account  for  variability  between  qPCR  runs,  insect  samples  were  randomly  allocated  to 
processing  batches, which were  included  as  a  random  term  in  the mixed  effects models.  To 
standardise between processing batches,  the quantification cycle  (Cq) was  standardised  in  all 
runs. Only those runs where the regression coefficient of determination (R2) exceeded 0.99 and 






exception  that  statistical  models  which  fitted  flight  treatment  as  a  five‐level  factor  used  the 
anova() command to iteratively drop terms based on likelihood ratio tests. As such results are 
reported with Chi‐square (χ2) rather than F statistics.  










The effect of  virus  challenge on mortality was assessed using  the  same protocol described  in 
Chapter  3.  Briefly,  a  generalised  linear  model  with  a  binomial  error  structure  was  used  to 
correlate proportion mortality for all causes of death with virus challenge. The model used was: 














β3 x Flight Treatment  +  β4 x Larval weight post infection (mg)  + 
β5 x Virus challenge (log10‐transformed) x Sex  +  β6 x Virus challenge (log10‐
transformed) x Flight  Treatment  +  β7 x Sex x Flight treatment  + 
β8 x Virus challenge (log10‐transformed) x Sex x Flight Treatment 
Manipulated flight time trial: 
Again,  weight  variables  in  this  experiment  were  modelled  as  a  function  of  the  three‐way 
interaction  between  flight  treatment,  virus  challenge  and  sex,  considering  larval  weight  post 
infection. For post‐flight weight and proportional weight loss due to flight, two starting models 





β3 x FFT  +  β4 x Larval weight post infection (mg)  +  β5 x Virus challenge (log10‐






β3 x TSF  +  β4 x Larval weight post infection (mg)  +  β5 x Virus challenge (log10‐














Virus load (log10‐transformed)   =  α  +  β1 x total development time  (days)  + 
β2 x larval weight (mg)    +  β3 x flight treatment  +  β4 x virus challenge (log10‐
transformed)  +  β5 x sex  +  β6 x pupa weight (mg)  + 



















Virus load (log10‐transformed)  =  α  +  β1 x flight treatment  + 
β2 x virus challenge (log10‐transformed)  +  β3 x pupa weight (mg)  + 











in  both  studies was modelled  as  a  function  of  flight  treatment, with  a  three‐way  interaction 
between flight treatment, sex and pathogen challenge. Total development time, larval and pupal 
weights were also accounted for, giving the starting model: 
Virus load (log10‐transformed)  =  α  +  β1 x flight treatment  + 
β2 x virus challenge (log10‐transformed)  +  β3 x sex  +  β4 x pupa weight (mg)  + 
β5 x total development time (days)  + 
β6 x flight treatment x virus challenge (log10‐transformed)  + 













In  the  five‐hour  forced  flight  trial  a  total  of  609  insects were  infected,  of which  266  (43.7%) 
survived to adulthood and 202 (33.2%) succumbed to overt baculovirus infection. Other causes 
of death included insects which failed to successfully pupate (4.1%), died during pupation (13.3%) 
and  insects  which  died  during  emergence  (3.9%).  Of  these  causes  of  death,  only  pathogen 
challenge correlated with NPV‐related mortality (Binomial GLM: Z = ‐11.06, p < 0.001, Figure 4.2). 
There was no evidence of baculovirus‐related mortality in the control group of this trial. 





deaths  related  to  overt  baculovirus  infection  were  most  strongly  correlated  with  pathogen 






















































When  the  development  times  of  the  two  life  history  stages  were  combined,  there  was  a 
significant difference in development time between the two sexes in both trials (5hFF LME with 
date infected, sibling group and diet batch as random terms: F = 132.42, n = 270, p < 0.001; MFT 
LME  with  date  infected  as  a  random  term:  F = 164.88,  n = 418,  p  < 0.001),  with  females 
developing significantly faster on average. Larval weight was also a significant predictor in both 
experiments, with heavier  larvae developing  faster on average  (5hFF LME with date  infected, 
sibling group and diet batch as random terms: F = 199.29, n = 270, p < 0.001; MFT LME with date 
infected as a random term: F = 447.02, n = 418, p < 0.001). 
Pupal  weight,  however,  was  only  a  significant  predictor  in  the  manipulated  time  trial. 
Interestingly, where this relationship was negative for larval weight at infection, pupal weight was 





















development  times, would  suggest  that  the  response  to  virus exposure differs  significantly  in 
these two life stages (also observed in Chapter 3). 
There  are  also  differences  between  the  two  experiments.  In  the  five‐hour  flight  trial,  virus 
challenge had a very clear effect on pupal development time, with marked differences between 
the two sexes. In the manipulated flight time trial, virus challenge was a very weak predictor on 




and  development  time  in  a  five‐hour  forced 
flight  trial.  In  the  five‐hour  forced  flight  trial, 
insects with a longer pupal development time 
were found to have a higher pathogen load (a). 
Males with  a  longer  larval  development  time 






































































Figure  4.6:  The  relationship  between  pupal  weight  and  virus  load  in  two  flight  mill
experiments. In both experiments, pupal weight was negatively correlated with virus load
in  adult  moths  (a,b).  However,  in  the  5hFF  trial,  this  relationship  was  reliant  on  two


























































Figure  4.8).  However,  there  was  a  significant  interaction  between  virus  treatment  and  flight 
treatment (LME with processing batch as a random term: χ2 = 11.15, n = 100, p = 0.004). Once 
again, there was no difference between treatments in insects challenged with the virus (p > 0.05, 



























The effect of  flight,  and  its  interactions with pathogen challenge and  sex, differed  in  the  two 















































might drive  this a  relationship  in  the  literature.  In  the desert  locust Schistocerca gregaria,  for 
example, poor flight capacity in insects infected with the entomopathogenic fungus Metarhizium 
anisopliae var acridum was in part due to a reduction in mobile energy reserves (Seyoum et al., 











transmission)  there  are  no  significant  increases  in  resistance  over  the  adult  lifespan.  This 













the  same  facilities  under  the  same  conditions,  and  flown  within  the  first  three  laboratory 
generations  (section 4.3).  Yet many of  the development and mortality parameters differed  in 
both experiments. In the MFT trial virus loads were significantly higher on average than those in 
the  5HFF  trial  (Figure  4.10)  and  were  accompanied  by  spontaneous  outbreaks  of  disease  in 
experimental controls (Figure 4.2), which was not observed in the 5HFF trial or Chapter 3.  
This gives some preliminary evidence that higher virus loads might alter the interaction between 





evidence  of  spontaneous  outbreaks  of  disease  in  the  baseline  population,  the  reductions  in 







host  susceptibility  has  been  shown  previously  to  occur  in  migratory  populations  of  the  fall 
armyworm  (Fuxa,  1987)  and  certainly,  the  level  of  resistance  varied  in  the  two  experimental 
populations,  and  there  was  evidence  that  this  affected  physiological  parameters  such  as 
development  time.  In Chapter 3,  increases  in development  time at  higher  levels of pathogen 
challenge in females were suggested as a form of migratory escape. This was confirmed by the 





that  the  initial  level  of  infection  is  important  in  determining  developmental  response  and 
associated resistance/ tolerance mechanisms  in source populations. The relationship between 
weight  and  virus  load  in  the  two  trials  was  more  consistent:  a  negative  correlation  in  both 
experiments (Figure 4.6). This would suggest that habitat quality could play a role in altering host 
susceptibility, as observed in the monarch butterfly (de Roode et al., 2008a). In the 5hFF trial this 
was  driven  by  outliers  suggesting  that  the  response  is more  consistent when  virus  loads  are 
higher, as in the MFT trial.  
(Arrese and Soulages, 2010)What might be driving  these differences  in  the  factors  that affect 
resistance is not specifically addressed in this study but one particularly likely candidate appears 
to  be  seasonality, which  has  been  shown  to  affect  the  dynamics  of  disease  in multiple  host‐









season  spring  and  summer  populations).  Changes  in  seasonality  might  also  explain  why 
differences in the sexes were no longer present late in the season. Bateman’s principle, which 
describes how selection on  life history  traits  should  favour  reproductive success  in males and 
longevity in females, has been hypothesised to lead to changes in disease susceptibility between 
the  sexes.  This  has  been  demonstrated  in  terms  of  its  impact  on  flight  capacity  in  the  fall 




In  conclusion,  this  study  demonstrates  that  flight  exertion  can  affect  host  susceptibility  to 
infection and pathogen resistance. However, differences in physiological response to pathogen 
challenge  in  the  host  suggest  that  this  relationship  is  phenotypically  plastic  in  different  host 

























viral  loads  are  lower  in  females  than  males  but  that  flight  effort  results  in  an  increase  in 
susceptibility  (i.e.  higher  virus  loads,  Chapter  4)  in  both  sexes.  These  results  vary  between 
populations,  however,  and  there  is  some  preliminary  evidence  that  suggests  this  different 
response  in  the  two  sexes may  not  occur  in  late  season migrants.  To  understand  how  these 
relationships, translate into infection dynamics in the field, this study uses samples of male insects 
collected  from  pheromone  traps  at  13  field  sites  across  the  USA  and  compares  spatial  and 
temporal changes in viral loads over a two‐year period in 2012 and 2013. The results demonstrate 
that  this  host‐pathogen  system  is  relatively  resilient  to  fluctuations  in  seasonality  and  host 




















have  shown  that  females  are  less  susceptible  to  infection with  the  baculovirus  S.  frugiperda 
multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) than males (Chapters 3 and 4). This seems to stem from 
females investing in different life‐history strategies, weighing more than males on average and 
then  using  these  additional  resources  to  increase  their  development  times  in  response  to 









2002).  In  the  fall  armyworm,  however,  this  relationship  is  inconsistent  and may  be  linked  to 
infection  levels  in  the  population  generally  or  variation  in  seasonal  pressures  on  infection 














armyworm  moths  when  infected  with  SfMNPV,  as  males  sampled  from  early  migratory  or 
overwintering  populations  show  reduced  investment  in  immunity  but  have  a  comparable 
response to females when sampled  later  in  the year  (Chapter 4). This  is  likely  to be driven by 
seasonal climate in the northern parts of the species’ migratory range, where freezing conditions 
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population  density  measurements  were  taken  from  the  same  dataset  and  used  to  test  the 
following hypotheses: 
i. Increases in virus load will correlate with higher population densities as observed in S. 




and  overwintering  populations  (where  there  few  opportunities  for  horizontal 
transmission and less competition (Rose et al., 2000)) will have higher weights and lower 
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the  number  of  insects  available  (number  of  insects  caught  on  each  of  the  designated  sampling  dates)  in  each






Weight  and  wing  measurements  were  taken  with  assistance  from  Philip  Gould,  Rothamsted 
Research. 
Moths  from  the  trap  catches  were  surface  sterilised  by  washing  them  once  in  1%  sodium 
hypochlorite solution and then twice in 100% ethanol. Insects were left to dry for approximately 
20 minutes and then weighed using a Sartorius R200D balance, accurate to 0.01 mg. 





were  homogenised  using  an  MG  FastPrep‐24™ 5G  bead  beater  and  DNA  extracted  using  a 
DNEasy® Blood and Tissue kit (P/N 69506; QIAGEN®, UK), following the insect specific protocol 























5.3.4.1 LINEAR  RELATIONSHIPS  BETWEEN  VIRUS  LOAD,  WEIGHT,  WING  LENGTH  AND 
POPULATION DENSITY 






and pheromone  trap catch. Although  this  is  a  large dataset,  the complexity of  the data  (nine 
sampling sites, each sampled at different time points and considering up to three random terms) 








Relationships  between wing  length,  weight  and  population  density  were  also  assessed 
using linear models. As there is no obvious causal relationship between population density 
(trap  catch), wing  length  and weight,  the  three measurements were modelled  as  both 


















data;  (ii)  in  known  overwintering  populations  where  the  species  is  present  all  year  around 
(Nueces, Texas and Alachua, Florida) and (iii) by comparing migratory and non‐migratory seasons   
Temporal variation in virus load, weight, wing length and population density across continental USA 













It  could  be  argued  that  these  data  should  be modelled  using  generalised  additive models  to 







To understand how dynamics varied over time  in a single geographic  location, virus  load data 
from Nueces, Texas and Alachua, Florida (the two sites with year‐round sampling in both 2012 
and 2013) were modelled as a function of time. The data was pooled into four categories, each 
of which was modelled  individually: Nueces, Texas  in 2012; Alachua, Florida  in 2012; Nueces, 
Texas in 2013 and Alachua, Florida in 2013. The modelling process for this was the same as that 
described above, but date was modelled by week of the year rather than by month. To check for 






























































 RELATIONSHIPS  BETWEEN  VIRUS  LOAD,  MOTH  WEIGHT,  WING  LENGTH  AND 
POPULATION DENSITY 











































virus  loads were  associated with  time  points when  there were  significant  decreases  in moth 
weight (weeks 27, 30, 33, 39 which encompasses the 01 July – 23rd September 2013; Figure 5.5), 
with the inverse relationship evident in week 44 (28th October – 03 November 2013, Figure 5.5). 
However,  this  relationship was  not  always  consistent.  In  the  second week  of  the  year  (early 




















to  October  2013,  Figure  5.2)  were  compared  with  months  that  did  not  contain  migratory 
populations, there was significant variation in both virus load and wing length only in 2013 (2012, 
p > 0.05 for both variables, Figure 5.8a, b). 
This  relationship  was  such  that  virus  load  was  highest  in  the  migratory  season  (LME  with 
processing batch and sampling  location as random terms: F = 4.58, n = 354, p = 0.037, Figure 
5.8b), and this was accompanied by a significant decrease in weight on average when compared 



































































is  well  known  that  increases  in  population  density  through  the  migratory  season  result  in 






has been shown to  limit  the dispersal capacity of males  (Chapter 3), with  investment  in  flight 
effort  resulting  in  an  increase  in  virus  load  (Chapter  4).  However,  not  all  laboratory  studies 
support these conclusions suggesting that either the underlying level of susceptibility in the host 
population  (Fuxa,  1987)  or  seasonality  (Altizer  et  al.,  2006) may  be  important  drivers  in  the 
population level response to infection. In all these studies, the one consistent relationship was 
hat between weight  and  the  level  of  infection, with heavier  insects having  significantly  lower 
levels of infection. 
The  results  from  this  chapter would  support  such variability  in  the overall  system, with  some 
underlying  support  for  laboratory  observations.  In  the  first  year  (2012)  virus  loads  remained 
relatively consistent across the sampling area, but variation in the second year (2013) gives some 
support to what has been observed in the laboratory. For example, there is evidence male virus 






was also significantly  lower  than that  in  resident populations  (Figure 5.7).  In conjunction with 
flight mill studies (chapter 3),  this would suggest migratory escape and/or culling might  lower 
infection  levels  in  migratory  male  fall  armyworm  populations  (Altizer  et  al.,  2011)  and  is 
interesting to consider in terms of inter‐generational migratory recovery (reduction in infection 













known  migrants  would  suggest  that  infection  levels  are  higher  during  the  migratory  season 
(Figure 5.8), and that this may affect entire breeding populations along the length of a migratory 
route  (Figure  5.8)  or  just  areas where  there  are  commonly  resident  populations  (Figure  5.5). 
Increases  in  susceptibility  through  the migratory  season  is  supported  by  observations  in  the 
African  armyworm  (Chapman  et  al.,  2015b)(Graham  and Wilson,  unpublished  data)  with  the 
caveat that these ae highly context dependent and difficult to predict (Rose et al., 2000).  
In  the majority  of  cases,  this  increase  in  virus  load was  associated with  a decrease  in weight 
(Figure 5.8, Figure 5.8 and Figure 5.8). Reductions in weight and increases in virus load because 
of flight effort have been observed in the laboratory (Chapter 4) and this raises the interesting 





Eastern migratory  route  in 2013;  in  this  instance  increases  in virus  load were associated with 






may  be  able  to  tolerate  higher  virus  loads  regardless  of  the  level  of  dispersal  effort.  This  in 
conjunction with  laboratory  studies  (Chapters  3  and 4)  suggests  that  the  impact  of  sublethal 
infection is strongly related to weight but the relationship is not necessarily causal and may be 
influenced by environmental  factors  that are not accounted for here. Wing  length would also 
commonly be expected to increase with weight, but in this study the effect seems to be masked, 




migratory  ‘culling’  (infected  individuals  being  unable  to  undertake  migration)  and  ‘escape’ 
(healthy individuals escaping contaminated habitats) as proposed by Altizer et al. (2011). This is 
supported by flight mill studies in this species have demonstrated that males with the highest 
levels  of  pathogen  exposure  invested  less  in  flight  effort  (Chapter  3),  suggesting  the  causal 
mechanism may also in part be behavioural.  






























data also demonstrate that  increased flight effort can drive an  increase  in pathogen  load, but 
show that this response depends on population level infection levels and/or seasonal selective 
pressures,  which  might  alter  the  migratory  response  to  infection  in  a  sex‐specific  manner 
(Chapter 4). Finally, Chapter 5  looks at  infection dynamics  in the  field and demonstrates  that, 
while virus levels are relatively stable, where infection levels do vary they provide further support 
for  laboratory observations  including  ‘migratory escape’  (sensu Altizer et al.,  2011)  in healthy 
male populations (chapter 5) and ‘migratory recovery’ (sensu(Shaw and Binning).  
In  summary,  this  thesis  describes  how  host  susceptibility  interacts  with  migratory  effort  to 
determine infection dynamics. This is discussed in more detail below by first focusing on how the 
results have contributed to understanding of insect movement behaviour and then focusing on 







Insects  are  amongst  the  most  rich  and  diverse  of  all  airborne  migrants,  their  high‐altitude 










flight  capacity.  Rotational  flight  mills  are  amongst  the  most  commonly  used  (Appendix  1), 
providing insights into a wide variety of factors from inter‐species variation in dispersal capacity 
(Jones et al., 2016) to the genetic regulation of flight (Jones et al., 2015), as well as a wide range 




and  behaviour,  providing  empirical  evidence  that  flight  mills  are  likely  to  result  in  an 
underestimate of flight capacity in terms of speed, duration and hence total distance flown. The 
novel insights in this study are that these decreases in flight propensity are accompanied by an 
increase  in  the  number  of  flights,  suggesting  rotational  flight  mills  can  and  do  capture  the 
underlying  drive  to  fly.  In  addition,  regardless  of  the  limitations  imposed  by  flight  mills, 
descriptions of behaviour are comparable regardless of the weight of the central arm. As number 






















because  it  suggests  that  the  behaviour  is  effectively  innate  (Reynolds  et  al.,  2015)  and  that 
laboratory manipulations  are  investigating  an underling  response mechanism which might  be 
altered in the presence of other external stimuli, as has been shown in other systems (Yamanaka 







consequences  of  animal  movement  (Clobert  et  al.,  2009).  As  such,  the  continuum  observed 
across  flight  behaviours  observed  here  is  important  because  it  means  that  the  results  lend 
support to both definitions. Specifically, the increase in speed, duration and persistence in the 








interpreted,  could  begin  to  unite  the  definition  of  migration  across  fields,  combining  the 






susceptibility affects  tolerance  in migratory systems (Chapter 1). Most  these studies are  field‐
based and usually focus on mammals or birds, with the response to infection measured in terms 
of  immune response or migratory distances covered  for varying  levels of pathogen challenge. 
Fewer studies have attempted to quantify the direct effects of infection on changes in movement 







bouts  which  determine  overall  flight  capacity).  The  results  showed  a  sexual  dimorphism  in 
response, with female flight behaviour apparently unaffected by the magnitude of virus challenge 
while males showed a significant reduction in flight capacity. As the levels of infection increased, 
males  appeared  to  change  their  flight  strategy  completely.  Long,  uninterrupted  flights  in  the 
control  groups  and  at  low  levels  of  exposure  fit  the  Kennedy  (1985)  definition  of  persistent, 
straightened out movement. At intermediate and higher levels of infection this no longer holds 
true, with  insects  investing  less  effort  in  flight  as  virus  exposure  increases.  The  shape  of  this 
relationship  is  interesting,  as  it  suggests  that  males  in  the  intermediate  category  undertake 










pathogen,  there  were  also  marked  differences  between  the  sexes  in  terms  of  larval/pupal 
development time and adult weight‐loss during flight (Chapters 3 and 4). In Chapter 3 and the 




















































viral  infection,  regardless of  sex  (Figure 5.7).  This would  seem  to  transfer  to  the  field, where 
populations  in known migratory seasons, which presumably  invest more effort  in dispersal on 















the  same  five‐hour  forced  flight  treatment  in  comparison  to  non‐flown  controls  resulted  in 





present  in  insects  which  were  orally  challenged.  While  such  experiments  cannot  rule  out 
171 
 
differences  in  viral  strain  (that  which  was  naturally  present  in  the  population  versus  the 





dynamics  (Altizer  et  al.,  2006).  and  in  the  fall  armyworm,  which  cannot  withstand  freezing 
conditions in the northern parts of its range (Luginbill, 1928), changes in physiology that prioritise 






As  such,  the  reductions  in  virus  load may be  in  response  to  a wider  level  change  in  immune 
function and could, for example, be driven by other cues that affect migratory response such as 
those affecting biological clocks (Dingle, 2014a). 
The  final  point  of worthwhile  comparison  for  this work  is with what  is  known of  baculovirus 
disease  dynamics  in  other  noctuid  species.  Of  the many  species  known  to  be  susceptible  to 
infection by a nucleopolyhedrovirus, the infection dynamics have been particularly well studied 
in the African armyworm, Spodoptera exempta, and the western tent caterpillar, Malacosoma 









the  fall  armyworm,  outbreaks  of  disease do  occur  but  they  are  relatively  rare  and  appear  to 
becoming more so in recent years (Johnson, 1987). As the data here covers only two years, it is 






on  one  or  two  mechanisms  that  drive  the  geographic  presence  of  disease  in  migratory 
populations,  the work  presented  here would  suggest  that  host‐pathogen  populations  can  be 
adapted to the migratory nature of the host. In such systems, where sublethal infection is present 
in a large proportion of the population and most individuals are carriers, migration does result in 
migratory  spread  but  this  is  unlikely  to  have  much  consequence.  Instead,  focusing  on  the 
conditions that drive fluctuations in these systems is likely to be more important and the work in 
this  system would  suggest  that  the migratory mechanisms  behind  these  fluctuations  (culling, 
escape, recovery, etc.) are likely to be multiple, with different mechanisms operating at different 
spatial scales. In this respect, it becomes even more important to understand how cost functions 
vary  in  response  to  physiological  and  environmental  conditions.  Being  able  to  determine  the 
impact of these costs at different spatial and temporal scales is likely to be key for managing and 
mitigating against  the migratory  spread of disease  in ecologically and economically  important 
species.  
 IMPLICATIONS FOR PEST MANAGEMENT 




demonstrates  some  of  the  challenges  faced  when  using  natural  systems  for  managing  pest 
populations.  Understanding  baculoviruses  and  their  implications  for  population  dynamics 
requires  in‐depth knowledge of  a  complex ecological processes  (Myers and Cory, 2016, Cory, 































Designing  large‐scale  field  studies  to monitor  and  assess  these  fluctuations  are  complex  but 
where these studies could be directly linked to other drivers such as weather and climate, habitat 
availability  and  population  demographics,  monitoring  infection  loads  in  this  way  is  likely  to 
generate  crucial  insights  into  how  pest  populations  might  be  manipulated  with  biological 
pesticides  such  as  SfMNPV.  The  molecular  approach  required  to  quantify  pathogen  load, 





mechanisms  which  might  drive  those  strategies.  Understanding  immunological  measures  in 





















Finally,  the only  aspect  of  the pathogen’s  phenotype which was monitored  in  relation  to  the 
impact of flight effort in this thesis was virus load. Investigating other traits is likely to lead to a 
fuller picture of the interaction between host and pathogen population. One question which is 
relevant  given  the  literature  is  how different  genetic  isolates might  vary  in  their  response  to 
migratory  effort.  For  example,  (Cabodevilla  et  al.,  2011a)  has  shown  that  vertically‐  and 
horizontally‐transmitted isolates of S. exigua MNPV differ in their pathogenicity and virulence. In 
migratory hosts,  long‐distance movement  could  select  for different  genetic  assemblages with 




of  measurements  such  as  development  time,  mortality  and  weight  enabled  comparisons 
between  the  data  that  informed  results  which  in  other  circumstances  may  have  appeared 
contradictory  (Chapter  4).  Smaller margins  of measurement  error  could  however  have  been 
obtained for the qPCR work. In the reported results, the method was shown to be reproducible 
and the  level of virus detection replicable  in over 70 different runs. Processing the samples  in 
larger batches, for example by using 396‐well reaction plates or a QIAcube to extract DNA from 
96  insects  simultaneously,  is  likely  to  reduce  sample  variability  and  the  level  of  complexity  in 
statistical models. This is important for larger trials such as the field study where processing batch 














strategies  (Bateman’s  principle)  is  dynamic  and  possibly  driven  by  seasonality  or  the  level  of 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































have  focused  mostly  on  the  main  characteristic  of  flight.  Typically,  total  distance 
travelled, total flight duration, and average flight speed are measured (e.g. Weber and 
Ferro, 1996; Vogt et al., 2000; Yamanaka et al., 2001; Luo et al., 2002). Occasionally, 
other  characteristics  related  to  the continuity of  the  flight,  such as  the extension of 
continuous  flight,  or  flight  interruptions,  the  length  of  pulses  or  pauses  between 
successive  flights  have  also  been  quantified  (Shirai  and  Kosugi,  2000;  Ishiguri  and 
Shirai,  2004; MacQuarrie  and  Boitau,  2003;  Blackmer  et  al.,  2004; Wanner  et  al., 




in  flight chambers  (Shirai and Kosugi, 2000; Yamanaka   et al., 2001; Blackmer et al., 
2004)  or  field methods  such  as mark–release–recapture  (Botero‐Garces  and  Isaacs, 
2004). To our knowledge, a detailed exploration of the complete data set obtained from 
tethered flight studies.'In this study wavelet analyses (presented as 3D contour plots in 
used  to analyse  flight  in  the woodwasp. Classified 3  flights:  ‐  regular  ‐ a  single,  long 
sustained flight with a changing but slowing speed with slight acceleration at first and 


















Insect Science  Flight variables used total flight duration, total flight distance, average light speed  Common  cutworm, 
Spodoptera litura  
2010  X.  F.  Jiang,  L. 











































































































































































































































































































































































































































































 When  you  have  collected  48  egg  batches  (approximately  8  days  after  adults  started 
















regulate humidity and stop early  instar  larvae escaping (late  instar  larvae may eat the 
blue roll – this is not a problem).  
Spodoptera frugiperda:  Take  5  larvae  from  each  family  and  place  each  larva  in  an 
individual  37ml  polypot  (S.  frugiperda  are  cannibalistic  and  cannot  be  cultured 































         S. frugiperda                S. exempta 
          H. armigera 








o Sex  all  the  pupae  in  each  family.  Record  the  date  of  pupa  thinning  and  the 
number of males and females on the mating record. 
o Select  two healthy male and two healthy  female pupae  from each family and 
place them on a lid lined with vermiculite. Each lid will be placed in a separate 






























If  the  insects are  sent as pupae place  into a clean cage with a  fresh honey source and  tissue 
attached to the side of the cage for emerging adults to rest. Mark the site of origin, name, project 
code and date on the cage in washable marker.  

















Target No. of larvae for next Gen  5  10  15  20 
200  40  20  13.333  10 
250  50  25  16.667  12.5 
300  60  30  20  15 



























 Select  the  tubs  containing eggs  (remember  to  check under  the  shelter  as well  as  the 
tissue paper). 












































































All  equipment  should  be  tidied  away  to  its  correct  place.  Equipment  used  to  directly  handle 
reared insects should be bleach‐washed and  
The work surface should be cleaned with soapy water followed by alcohol.  



















































































































 Make  the master mix  by  combining  the  probe,  primer  and  Taqman Mastermix  in  an 
autoclaved Eppendorf. Calculate the total quantity required using the below quantities 





























Response  t  df  p  Mean ± se (1g)  Mean ± se (3g) 
Total Distance Flown (m) (square‐root scale)  4.02  64.11  <0.001 ***  102.04 ± 7.329  56.47 ± 8.28 
Average Flight Duration (s) (log10 scale)  4.15  53.08  <0.001 ***  3.14 ± 0.10  2.41 ± 0.14 
Maximum Flight Speed (m/s)   6.1  68.28  <0.001 ***  1.51 ± 0.08  0.87 ± 0.07 






Response  Strain  Mean (± se)  F  df  p 
Total Distance Flown (m) (square‐root scale) 
Anyang  52.77 (± 11.23) 




















Response   Predictor (second flight variable)  Coefficient  Estimate (± se)  F  p  df  Adj. R2 
Total Distance Flown (m) (square‐root scale)  Number of Flights (log10 scale) † 
Intercept  138.72 (± 16.50) 
2, 69  22.14% Weight of Flight Mill Arm (3g)  ‐32.96 (± 12.45)  16.12  <0.001 *** 
Number of Flights (log10 scale)  ‐34.34 (± 13.95)  6.06  0.016 * 
Total Distance Flown (m) (square‐root scale)  Number of Flights (log10 scale) ††  Intercept  162 (± 21.25)  1, 66  16.58% Number of Flights (log10 scale)  ‐62.33 (± 16.47)  14.32  < 0.001 *** 
Average Flight Duration (s) (log10 scale)  Number of Flights (log10 scale) † 
Intercept  4.47 (± 0.25) 
3, 68  45.48% Weight of Flight Mill Arm (3g)  ‐1.32 (± 0.49)  26.42  <0.001 *** Number of Flights (log10 scale)  ‐1.24 (± 0.22)  31.39  <0.001 *** 
Interaction (3g)  0.73 (± 0.36)  4.13  0.046 * 
Average Flight Duration (s) (log10 scale)  Number of Flights (log10 scale) ††  Intercept  4.53 (± 0.25)  1, 66  42.43% Number of Flights (log10 scale)  ‐1.35 (± 0.19)  50.38  <0.001 *** 
Average Flight Duration (s) (log10 scale)  Average Flight Speed (m/s) 
Intercept  2.05 (± 0.19) 
3, 68  60.54% Weight of Flight Mill Arm (3g)  ‐0.72 (± 0.28)  0.03  0.85 ns Average Flight Speed (m/s)  2.50 (± 0.39)  103.37  <0.001 *** 




Number of Flights (log10 scale) †  Average Flight Speed (m/s)  Intercept  1.63 (± 0.09)  1, 70  29.72% Average Flight Speed (m/s)  ‐1.21 (± 0.22)  31.02  <0.001 *** 
Number of Flights (log10 scale) ††  Average Flight Speed (m/s) 
Intercept  1.35 (± 0.11) 
2, 65  34.97% Weight of Flight Mill Arm (3g)  0.25 (± 0.09)  8.09  0.005 ** 






Response   Predictor (second flight variable)  Coefficient  Estimate (± se)  F  p  df  Adj. R2 
Total Distance Flown (m) (square‐root scale)  Number of Flights (log10 scale)   Intercept  157.9 (± 15.80)  1, 71  27.64% Number of Flights (log10 scale)  ‐57.09 (± 10.77)  28.11  <0.001 *** 
Average Flight Duration (s) (log10 scale) 
Number of Flights (log10 scale)   Intercept  4.21 (± 0.18)  1, 71  59.05% Number of Flights (log10 scale)  ‐1.27 (± 0.12)  104.81  <0.001 *** 
Average Flight Speed (m/s)  Intercept  1.24 (± 0.15)  1, 71  56.52% Average Flight Speed (m/s)  3.58 (± 0.37)  94.59  <0.001*** 











3, 95  28.22% Number of Flights (log10 scale)   ‐58.10 (± 14.09)  3.51  0.06 . Sex (Males)  ‐110.50 (± 24.50)  30.57  <0.001 *** 





3, 95  44.31% Number of Flights (log10 scale)   ‐1.36 (± 0.18)  48.93  <0.001 *** Sex (Males)  ‐1.19 (± 0.31)  27.53  <0.001 *** 
Interaction (Males)  0.62 (± 0.29)  4.51  0.04 * 
Average Flight Speed (m/s) 
Intercept  2.02 (± 0.15) 
2,96  39.97% Average Flight Speed (m/s)  1.51 (± 0.20) 57.58  <0.001 *** 






























Intercept  1.85 (± 0.07) 24.99   
1,273 (71)  55.05%  Individual: 19.08% Maximum Flight Speed (m/s)  1.05 (± 0.05) 20.51  578.33  <0.001 *** Arm weight (3g)  ‐0.04 (± 0.11) ‐0.42  0.18  0.67 ns 
Interaction (3g)  0.22 (± 0.10) 2.24  2.24  0.03 * 
Average Flight Speed 
(m/s) 
Intercept  2.33 (± 0.09) 26.28   
1,273 (71)  39.15%  Individual: 34.07% Average Flight Speed (m/s)  1.16 (± 0.12) 9.99  187.85  <0.001 *** Arm weight (3g)  ‐0.39 (± 0.13) ‐2.98  8.86  0.004 ** 

















Intercept  1.68 (± 0.08)  20.55       
1,476 (67)  65.10%  Individual: 17.62% 
Maximum Flight Speed (m/s)  0.54 (± 0.04)  12.28  1118.64  < 0.001 *** 
Strain (Dafeng)  ‐0.16 (± 0.11)  ‐1.44 
0.80  0.50 ns Strain (Jingzhou)  ‐0.16 (± 0.14)  ‐1.09 
Strain (Qiuxian)  ‐0.08 (± 0.11)  ‐0.747 
Interaction (Dafeng)  0.51 (± 0.06)  8.66 






Intercept  1.73 (± 0.12)  14.67       
1,476 (67)  39.25%  Individual: 40.52% 
Average Flight Speed (m/s)  0.91 (± 0.09)  10.13  740.02  < 0.001 *** 
Strain (Dafeng)  0.03 (± 0.16)  0.18 
0.07  0.98 ns Strain (Jingzhou)  ‐0.01 (±0.21)  ‐0.07 
Strain (Qiuxian)  ‐0.04 (± 0.16)  ‐0.26 
Interaction (Dafeng)  0.85 (± 0.13)  6.70 














Intercept  1.42 (± 0.05)  26.83    
2,267 (110)  44.07%  Individual: 20.34 Maximum Flight Speed (m/s)  1.09 (± 0.03)  31.65  1192.31  <0.001 *** Sex (Males)  0.21 (± 0.08)  2.61  6.80  0.009 ** 
Interaction (Males)  ‐0.34 (± 0.05)  ‐6.41  41.12  <0.001 *** 
Average Flight Speed 
(m/s) 
Intercept  1.67 (± 0.06)  26.71    
2,267 (110)  30.52%  Individual: 24.51 Average Flight Speed (m/s)  1.43 (± 0.07)  21.39  472.54  <0.001 *** Sex (Males)  0.24 (± 0.09)  2.53  6.38  0.01 * 









Response   Coefficient  Estimate (± se)  Z  p  Deviance 
logit (proportion of insects surviving NPV infection)  Intercept  8.74 (± 2.03)  4.3 Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  ‐1.51 (± 0.44)  ‐3.44  <0.001 ***  26.47 
logit (proportion of insects dying in the pupal phase)  No significant terms  na  na  > 0.05 ns  na 




Response   Coefficient  Estimate (± se)  F  p  df  Adj. R2 
PCA scores for first component 
Intercept  ‐0.72 (± 0.81) 
3, 95  11.77% Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  ‐0.06 (± 0.26)  2.7  0.103 ns Sex (Males)  ‐0.32 (± 1.24)  8.55  0.004 ** 
Interaction (Males)  0.88 (± 0.40)  4.82  0.030 * 





3, 112  28.37% Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  3.92 (± 3.58)  1.21  0.273 ns Sex (Males)  ‐23.09 (± 16.06)  42.08  <0.001 *** 
Interaction (Males)  ‐11.98 (± 5.17)  5.38  0.022 * 
Average Flight Duration (s) (log10 scale) 
Intercept  2.86 (± 0.16) 
3, 95  11.56% Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  0.04 (± 0.05)  1.52  0.220 ns Sex (Males)  0.17 (± 0.25)  7.55  0.007 ** 
Interaction (Males)  ‐0.21 (± 0.08)  6.74  0.010 * 
Maximum Flight Speed (m/s)  No significant terms  na  na  > 0.05 ns  na  na 
 
Linear Mixed Effects Models (LME) 






Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  ‐0.15 (± 0.11) ‐1.4  2.43  0.1222 ns 
Pathogen Challenge2 (OBs per µl) (log10 scale)  0.02 (± 0.02) 1.2  2.24  0.138 ns 
Sex (Males)  ‐0.80 (± 0.21) ‐3.79  13.74  <0.001 *** 
Interaction (Males)  0.62 (± 0.18) 3.45  11.28  0.001 ** 














Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  ‐0.15 (± 0.06)  ‐2.79  4.08  0.045* 
Sex (Males)  0.62 (± 0.24)  2.52  6.39  0.012 * 
Pupal Weight (mg)  0.01 (± 0.002)  4.46  19.95  <0.001 *** 
Larval Weight at Infection (mg)  ‐0.09 (± 0.009)  ‐9.42  88.77  <0.001 *** 
Sex: Pathogen Challenge Interaction (Males)  0.16 (± 0.08)  2.03  4.11  0.044 * 
Larval Development Time (LDT) 
(days) 




210  51.15%  Sibling Group: 5.06% Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  ‐0.08 (± 0.02)  ‐3.46  11.98  <0.001 *** 






Response  Coefficient  Estimate (± se)  t  F  p  n  Estimated R2 (model) 
Estimated R2 
(random effects) 
Pupal Weight (mg)  Intercept  216.67 (± 8.08)  26.82 
   




153  7.41%  Diet Batch: 8.83% Sex (Males)  10.91 (± 2.78)  3.92  15.38  0.001 *** 
Larval Weight at Infection (mg)  0.46 (± 0.19)  2.42  5.84  0.012 ** 
Proportional Weight Gain During 
Feeding (mg) (square root scale) 




135  10.73%  Date Flown: 10.02% Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  0.006 (± 0.002)  2.62  0.67  0.41 ns Sex (Males)  0.01 (± 0.01)  1.16  1.35  0.25 ns 
Interaction (Males)  0.009 (± 0.003)  ‐2.92  8.55  0.004 ** 
Linear models (LM) 
Response   Coefficient  Estimate (± se)  F  p  df  Adj. R2 
Adult Emergence Weight (mg) 
Intercept  178.18 (± 3.32)   
2, 157  10.33% Sex (Males)  ‐9.29 (± 2.36)  15.43  <0.001 *** 
Larval Weight at Infection (mg)  0.37 (± 0.16)  5.17  0.024 * 
Post Flight Weight (mg)  Intercept  156.10 (± 3.38) 
 
2, 136  7.01% Sex (Males)  ‐6.18 (± 2.43)  6.46  0.012 * 
229 
 




Response   Coefficient  Estimate (± se)  F  p  df  Adj. R2 
Total Distance Flown (m) (square root scale)  Intercept  ‐214.21 (± 123.84)  1, 84  4.77% Average Wing Length (mm)  18.73 (± 8.17)  5.25  0.02 * 
Average Flight Duration (s) (log10 scale)  Intercept  0.66 (± 1.67)  1, 72  0.93% Average Wing Length (mm)  0.14 (± 0.11)  1.68  0.2 ns 
Linear Mixed Effects Models (LME) 
Response  Coefficient  Estimate (± se)  t  p  n  Estimated R2 (model) 
Estimated R2 
(random effects) 
Number of Flights (log10 scale)   Intercept  ‐0.83 (± 1.16)  86 (2)  14.75%  Diet batch: 7.75% Average Wing Length (mm)  0.11 (± 0.08)  1.47  0.15 ns 







Response   Coefficient  Estimate (± se)  F  p  df  Adj. R2 
Wing Length (mm)  Intercept  12.53 (± 0.55)  1, 84  20.32% Pupal Weight (mg)  0.011 (± 0.002)  22.67  <0.001 *** 
Wing Length (mm)  Intercept  17.23 (± 1.14)  1, 84  4.70% Development Time (days)  ‐0.13 (± 0.06)  5.19  0.030 * 




Response   Coefficient  Estimate (± se)  F  p  df  Adj. R2 
Wing Length (mm) 
Intercept  12.80 (± 0.50) 
2, 83  34.44% Sex (males)  0.011 (± 0.002)  27.56  <0.001 *** 

















Total Distance Flown (m)  0.11 (± 0.13)  0.81  2.43  0.123 ns 
Virus Challenge (OBs per µl) (log10 
scale)  0.00 (± 0.04)  0.06  0.8  0.373 ns 
Sex  0.15 (± 0.19)  0.8  0.64  0.428 ns 
Total Distance: Sex (Males)  ‐0.71 (± 0.31)  ‐2.27  5.14  0.026 * 
Total Distance: Virus Challenge  ‐0.02 (± 0.04)  ‐0.69  2.72  0.103 ns 
Virus Challenge: Sex  ‐0.06 (± 0.06)  ‐0.99  0.99  0.324 ns 
Total Distance: Virus Challenge: Sex  0.23 (± 0.10)  2.24  5  0.028 * 




Average Flight Duration (s)  0.01 (± 0.04)  0.14  5.22  0.026 * 
Sex (Males)  ‐0.002 (± 0.09)  ‐0.03  0.98  0.976 ns 
Average Flight Duration: Sex  ‐4.11 (± 0.18)  ‐2.32  5.4  0.023 * 
Average Flight Duration (s)  
(log10 scale) ††  No significant terms  na  na  na  <0.05 ns  84 (6)  na  na 








Number of Flights   No significant terms  na  na  na  <0.05 ns  84 (6)  na  na 








Figure 0.1:  The  relationship between  sex,  virus  challenge, pathogen  load and  flight behaviour. Viral  load was 
described by a three‐way interaction between total distance flown, sex and pathogen challenge (top). In females
(a), this resulted in increases in viral load at low levels of pathogen challenge and over large distances flown. In













Response   Coefficient  Estimate (± se)  Z  p  Deviance 
logit (proportion of insects surviving NPV infection)  Intercept  6.24 ± 0.60  10.42     Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  ‐1.71 ± 0.15  ‐11.06  <0.001 ***  11.75 
logit (proportion of insects dying in the pupal phase)  No significant terms  na  na  > 0.05 ns  na 
logit (proportion of larvae failing to pupate)  No significant terms  na  na  > 0.05 ns  na 
MANIPULATED FLIGHT TIME TRIAL 
General Linear Models (GLM) 
Response   Coefficient  Estimate (± se)  Z  p  Deviance 
logit (proportion of insects surviving NPV infection)  Intercept  3.58 ± 0.30  12.14     Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  ‐1.02 ± 0.09  ‐11.27  <0.001 ***  16.59 
logit (proportion of insects dying in the pupal phase)  No significant terms  na  na  > 0.05 ns  na 

















Sex (Males)  1.11 (± 0.10)  11.51  132.42  <0.001 *** 
Pupal Weight (mg)  0.008 (± 0.002)  4.23  17.85  <0.001 *** 
Larval Weight at Infection (mg)  ‐0.05 (± 0.003)  ‐14.12  199.29  <0.001 *** 
Larval Development Time 
(LDT) (days) 




Diet Batch (2): 1.17% Larval Weight (mg)  ‐0.046 (± 0.003)  ‐16.44  270.25  <0.001 *** 
Pupal Development Time 
(PDT) (Days) 
Intercept  8.24 (± 0.11)  73.29   
270  53.92%  Date Infected (9): 1.50% Sibling Group (8): 1.44% 
Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 
scale)  ‐0.04 (± 0.03)  ‐1.37  0.07  0.79 
Sex (Males)  0.89 (± 0.10)  8.66  74.96  <0.001 *** 
Larval Weight at Infection (mg)  ‐0.006 (± 0.002)  ‐2.81  7.87  0.006 ** 
Sex: Pathogen Challenge Interaction 













418  59.68%  Date Infected (8): 2.02% Sex (Males)  0.95 (± 0.07)  12.84  164.88  <0.001 *** 
Larval Weight at Infection (mg)  ‐0.06 (± 0.003)  ‐21.14  447.02  <0.001 *** 
Larval Development Time (LDT) 
(days) 












Response  Coefficient  Estimate (± se)  t  F  p  n  Estimated R2 (model) 
Estimated R2 (random 
effects) 




Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  2.04 (± 1.51)  1.35  0.12  0.73 ns 
Sex (Males)  ‐8.91 (± 4.70)  ‐1.9  3.61  0.06 . 
Sex (Males): Pathogen Challenge Interaction  ‐4.78 (± 2.05)  ‐2.33  5.44  0.02 * 
Post‐Flight Weight (mg) 
Intercept  138.18 (± 4.05)  34.1 
180  21.89%  Sibling Group (8): 4.12% Sex (Males)  ‐16.98 (± 2.65)  ‐6.41  41.12  <0.001 *** Flown (No)  5.55 (± 2.64)  2.1  4.42  0.037 * 




180  6.14%  Diet Batch (2): 6.14% Sex (Males)  0.017 (± 0.006)  3.15  9.92  0.002 ** 
Flown (No)  ‐0.036 (± 0.005)  ‐6.57  43.15  < 0.001 *** 
Linear models (LM) 
Response  Coefficient  Estimate (± se)  t  F  p  df  Adj. R2 
Proportional Weight Loss (Pupae) 
Intercept  0.44 (± 0.006)  84.77 











Larval Weight at Infection (mg)  0.41 (± 0.13)  3.03  9.19  0.003 ** 
Sex (Males): Pathogen Challenge 





(log10 scale)  ‐2.84 (± 1.33)  ‐2.14  4.58  0.034 * 
Sex (Males)  ‐19.36 (± 3.92)  ‐4.94  24.36  <0.001 *** 










139  25.24%  Date Flown: 2.43% Sex (Males)  ‐18.03 (± 3.05)  ‐5.91  34.97  <0.001 *** 






Sex (Males)  ‐31.52 (± 6.34)  ‐4.98  24.73  <0.001 *** 
Time Spent Flying (h)  ‐2.52 (± 1.33)  ‐1.87  0.02  0.90 ns 
Sex: Time Spent Flying 









110  58.73%  Date Flown: 2.32% Sex (Males)  0.01 (± 0.005)  2.73  7.45  0.007 ** 







Response  Coefficient  Estimate (± se)  t  F  p  df  Adj. R2 
















Response  Coefficient  Estimate (± se)  t  F  p  n  Estimated R2 (model)  Estimated R2 (random effects) 
Viral load (DNA copies per ng host DNA)  
(log10 scale) 
Intercept  3.57 (± 0.32)  11.87   
156  7.86%  Processing batch: 35.46% Flown (No)  0.18 (± 0.06)  ‐2.98  8.9  0.003 ** Sex (Females)  ‐0.20 (± 0.06)  ‐3.31  10.95  0.001 ** 
















22.03  < 0.001 *** Flight Treatment (5h)  ‐0.16 (± 0.08)  ‐1.87 Flight Treatment (Frozen on emergence)  0.18 (± 0.08)  2.3 
Flight Treatment (Not Flown)  ‐0.10 (± 0.09)  ‐1.1 
Pathogen Challenge (OBs per µl) (log10 scale)  ‐0.03 (± 0.03)  ‐0.99  0  1.00 ns 


















Response  Parameter estimates  Model  Test statistics F  df/ n  p 
Viral load (DNA copies per ng host DNA) (log10 scale)  Weight (mg) (log10 scale)  LME  0.7  624  0.4 ns 
Viral load (DNA copies per ng host DNA) (log10 scale)  Wing Length (mm)  LME  0.04  507  0.84 ns 
Viral load (DNA copies per ng host DNA) (log10 scale)  Number of insects caught (log10 scale)  LM  1.14  1, 77  0.29 ns 
Weight (mg) (log10 scale)  Wing length (mm)  LME  0.6  507  0.44 ns 
Weight (mg) (log10 scale)  Number of insects caught (log10 scale)  LM  0.22  1, 77  0.65 ns 
Wing length (mm)  Weight (mg) (log10 scale)  LM  0.25  1, 505  0.61 ns 
Wing length (mm)  Number of insects caught (log10 scale)  LM  1.18  1, 60  0.28 ns 
Number of insects caught (log10 scale)  Wing length (mm)  LME  1.4  62  0.24 ns 












(number of groups) F/ X2  p  F  df/ n  p 
Viral load (DNA copies per 
ng host DNA) (log10 scale)  Month (24 level factor)  LME  44.8  0.003 **  1.98  624  0.006 **  8.32% 
Processing Batch (38): 16.37%; 
Sample location (9): 0.21% 
Weight (mg) (log10 scale)  Month (24 level factor)  LME  168.04  <0.001 ***  8.48  624  <0.001 ***  7.91%  Sample location (9): 22.82% 
Wing length (mm)  Month (24 level factor)  LME  26.75  0.221 ns  1.19  507  0.27  1.72%  Processing Batch (38): 3.17% 
Number of insects caught 











(number of groups) F/ X2  p  F  df/ n  p 
Viral load (DNA copies per 
ng host DNA) (log10 scale) 
Nueces, TX. 2012  LM  1.52  0.13 ns  1.43  13, 93  0.16 ns  ‐  ‐ 
Nueces, TX. 2013  LM  3.97  0.002 **  3.82  8, 44  0.002 **  30.26%  ‐ 
Alachua, FL. 2012  LME  5.91  0.55 ns  0.6  93  0.76 ns  ‐  Processing Batch: 32.48% 
Alachua, FL. 2013  LM  1.46  0.19  1.31  9, 63  0.25 ns  ‐  ‐ 
All sample locations, 2012  LME  7.26  0.7  0.65  354  0.78 ns  1.21%  Processing Batch (20): 14.59% Sample location (9): 2.73% 
All sample locations, 2013  LME  27.18  0.002 **  3.26  270  <0.001 ***  21.32%  Processing Batch (19): 13.71% Sample location (9): 64.96% 
Wing length (mm) 
Nueces, TX. 2012  LM  0.82  0.63 ns  0.84  13, 74  0.62 ns  ‐  ‐ 
Nueces, TX. 2013  LM  1.18  0.34 ns  1.6  8, 34  0.16 ns  ‐  ‐ 
Alachua, FL. 2012  LM  1.11  0.37 ns  1.39  8, 65  0.22 ns  ‐  ‐ 
Alachua, FL. 2013  LM  0.68  0.71 ns  1.39  9, 46  0.78 ns  ‐  ‐ 
All sample locations, 2012  LM  0.97  0.47 ns  1.4  11, 276  0.17 ns  ‐  ‐ 





Nueces, TX. 2012  LM  4.6  <0.001 ***  5.14  13, 93  < 0.001 ***  33.64%  ‐ 
Nueces, TX. 2013  LM  11.17  < 0.001 ***  12.41  8, 44  < 0.001 ***  63.71%  ‐ 
Alachua, FL. 2012  LM  9.95  <0.001 ***  10.27  8, 84  <0.001 ***  44.62%  ‐ 
Alachua, FL. 2013  LM  7.02  <0.001 ***  6.47  9, 63  <0.001 ***  40.59%  ‐ 
All sample locations, 2012  LM  4.25  <0.001 ***  4.11  11, 342  <0.001 ***  8.84%  ‐ 
All sample locations, 2013  LM  5.65  <0.001 ***  5.44  25, 244  <0.001 ***  29.23%  ‐ 
Number of insects caught 
(log10 scale) 
All sample locations, 2012  LM  2.43  0.03 *  2.44  11, 29  0.027 *  28.30%  ‐ 







Year  Response  Model     Linear model test statistics  Adj. R2/ Estimated R2 for fixed effects 
Estimated R2 for random effects 
(number of groups) Coefficient  F  p  df/ n 
2012 
Viral load (DNA copies per ng host DNA) 
(log10 scale)  LME  No significant terms  ‐  ‐  354  ‐ 
‐
Weight (mg) (log10 scale)  LME  No significant terms  ‐  ‐  354  ‐  ‐
2013 
Viral load (DNA copies per ng host DNA) 
(log10 scale)  LME  Migratory Season  4.58  0.037 *  270  2.56% 
Processing batch (19): 6.86 % 
Sampling site (9): 23.86 % 


















(number of groups) F/ X2  p  Coefficient  F  p  df/ n 
West, 2012  Viral load (DNA copies per ng host DNA) (log10 scale)  LME  1.03  0.03 ns 
No significant 
terms  ‐  ‐  124  ‐  ‐ 
East, 2012  Viral load (DNA copies per ng host DNA) (log10 scale)  LME  0.36  0.83 ns 
No significant 
terms  ‐  ‐  89  ‐  ‐ 
West, 2013 
Viral load (DNA copies per ng 
host DNA) (log10 scale)  LM  0.02  0.98 ns  North/ South  20.91  <0.001 ***  1, 88  18.29%  ‐ 
Weight (mg) (log10 scale)  LM  6.1  0.003 **  North/ South  22.51  <0.001 ***  4, 85  28.70%  ‐ Month (factor)  5.77  0.001 ** 
Wing length (mm)  LM  0.54  0.58 ns  North/ South  2.08  0.041 *  1, 71  4.49%  ‐ 
Number of insects caught 
(log10 scale)  LM  1.14  0.36 
No significant 
terms  ‐  ‐  12  ‐  ‐ 
East, 2013 
Viral load (DNA copies per ng 
host DNA) (log10 scale)  LME  4.5  0.033 * 
Month 
(factorial)  5.25  0.008 **  100  23.53% 
Processing Batch (11): 22.92%; 
Sample location (4): 53.54% 
Weight (mg) (log10 scale)  LME  1.56  0.21 ns  Month (factorial)  8.68  <0.001 ***  100  11.23%  Sample location (4): 26.81% 
Wing length (mm)  LM  2.63  0.11 ns  No significant terms  ‐  ‐  100  ‐  ‐ 
Number of insects caught 
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